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Referat:  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Lactobacillus- Stämme auf die 
Biofilmbildung von C. albicans ATCC 10231 und SC 5314 untersucht. Dies erfolgte 
hinsichtlich Morphologie, metabolischer Aktivität und Expression ausgewählter Gene von     
C. albicans, deren Zusammenhang mit der Biofilmbildung und Pathogenität bekannt ist. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass L. johnsonii DSM 10533 die metabolische Aktivität beider 
C. albicans- Stämme erheblich verringern kann und auch einen phänotypisch drastisch 
reduzierten Biofilm verursacht. In Anwesenheit dieses Stammes kam es zu stark verringerter 
Aktivität der beobachteten SAP- Gene vor allem des invasiven Stammes C. albicans SC 
5314. Andere Pathogenitäts- assoziierte Gene wie Als 3 und Hwp 1 wurden dagegen eher 
hochreguliert. L. rhamnosus DSM 20021 und ein klinisches Isolat verursachten ebenfalls 
eine Verringerung der metabolischen Aktivität, phänotypisch aber eher eine vermehrte 
Hyphenbildung des Pilzes. L. reuteri DSM 20016 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf 
Biofilmbildung, Aktivität und Genexpression der beobachteten C. albicans- Stämme. 
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass unterschiedliche Lactobacillus- Stämme sich in 
ihrem Einfluss auf C. albicans erheblich unterscheiden. Auch die Reaktion verschiedener    
C. albicans- Stämme auf Lactobacillus- Spezies ist sehr verschieden. Insbesondere             
L. johnsonii DSM 10533 zeigte deutliches Potential, bei der Bekämpfung von Infektionen 
durch C. albicans den Hefepilz effektiv zu hemmen. 
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1. Einleitung 
 
1.1 Lactobacillus Spezies 
1.1.1 Probiotika 
Die WHO definierte 2001 Probiotika als „lebende Mikroorganismen, die in adäquaten 
Mengen angewendet dem Wirt einen Nutzen für die Gesundheit verleihen“ (FAO/WHO, 
2001). In den vergangenen Jahren hat die Forschung an Mikroorganismen zur Verhinderung 
und Behandlung von Krankheiten stark zugenommen. Zunehmende Antibiotika- Resistenzen 
pathogener Keime und das vermehrte Auftreten von Krankheiten wie Reizdarmsyndrom oder 
bakterieller Vaginosis, die vermutlich mit veränderter Mikroflora- Zusammensetzung 
einhergehen, haben dazu geführt, nach alternativen Methoden der Krankheitsbekämpfung zu 
suchen (Bengmark, 1998; Dunne et al., 2001; Reid et al., 2006). Das Interesse an 
gesundheitsfördernden Mikroorganismen ist schon seit Längerem in der 
Nahrungsmittelindustrie angekommen, und auch Veränderungen im 
Gesundheitsbewusstsein der Bevölkerung könnten dazu beigetragen haben, dass vermehrt 
probiotische Bakterien enthaltende Milchprodukte oder sogenannte „Functional Foods“ 
verfügbar geworden sind. Vor allem Lactobacilli sind in den kommerziellen probiotischen 
Nahrungsmitteln enthalten. Beispiele dafür sind Lactobacillus rhamnosus GG (Valio, 
Finnland), Lactobacillus casei DN114001 (Danone, Frankreich), Lactobacillus casei Shirota 
(Yakult, Japan) oder Lactobacillus johnsonii La1 (Nestlé, Schweiz) (Dunne et al., 2001; Reid 
et al., 2006).  
Ursprünglich beschrieb die Eigenschaft „probiotisch“ das Phänomen, dass ein 
Mikroorganismus bei gemeinsamer Kultivierung das Wachstum eines anderen durch 
bestimmte Substanzen stimulierte. Diese wachstumsfördernden Substanzen wurden als 
„probiotisch“ bezeichnet (Lilly & Stillwell, 1965). Zu Beginn der heutigen Probiotika- 
Forschung vor über 20 Jahren wurden Mikroorganismen als probiotisch angesehen, die das 
Wachstum pathogener Keime auf Agar oder deren Adhärenz in vitro hemmten (Chan et al., 
1985). Aufgrund des gewachsenen Interesses an Probiotika und der damit verbundenen 
Notwendigkeit, Forschungsergebnisse und deren klinische Übertragbarkeit besser 
beurteilbar zu machen, wurden wesentlich präzisere Kriterien zur Selektion probiotischer 
Mikroorganismen notwendig. Diese Entwicklung wurde auch von der Europäischen Union 
gefördert, in Form der „Lactic Acid Bacteria Industrial Platform“ (LABIP), die dazu beitragen 
sollte, einheitliche Probiotika- Kriterien zu definieren (Guarner & Schaafsma, 1998). 
Folgende Punkte wurden dabei als relevant angesehen: Potentielle Probiotika sollen an 
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ihrem Zielort, in der Regel der untere Gastrointestinaltrakt, ankommen und dort auch 
verweilen. Dafür ist anfangs das Überleben in der industriellen Verarbeitung erforderlich. Im 
Körper sind dann sowohl Toleranz gegen saure pH- Werte, Gallensäuren und 
Pankreasenzyme als auch die Adhärenz an Epithelien notwendig (Tannock, 1997; Guarner & 
Schaafsma, 1998; Ouwehand et al., 2002). Die Adhärenz ist für das Verweilen im Magen- 
Darm- Trakt von Bedeutung, aber auch wesentlich für die Verwendung bei urogenitalen 
Infektionen wie z.B. Vaginitis (Strus et al., 2005; Coudeyras et al., 2008). Ebenso sollen 
probiotische Mikroorganismen das Wachstum pathogener Keime hemmen, z.B. durch die 
Produktion antimikrobieller Substanzen, dabei aber selbst keine humanpathogenen 
Eigenschaften besitzen. Sie sollen gegen antimikrobielle Stoffe resistent sein, um nicht durch 
antibiotische Therapien beseitigt zu werden. Des Weiteren wird auch ein menschlicher 
Ursprung gefordert, sowie die Fähigkeit, Immunantworten und die metabolische Aktivität zu 
beeinflussen (Tannock, 1997; Dunne et al., 2001; Ouwehand et al., 2002). Für den Nachweis 
des klinischen Nutzens von Probiotika wurde im Rahmen der LABIP beschlossen, dass 
hierfür gut gestaltete, doppelblinde und Placebo- kontrollierte Studien notwendig sind, die in 
von Experten begutachteten Zeitschriften veröffentlicht werden (Guarner & Schaafsma, 
1998). 
 
1.1.2 Genus der Lactobacilli 
Die zur Gattung der Milchsäurebakterien gehörenden Lactobacilli zählen neben den 
Bifidobakterien zu den am besten erforschten probiotischen Mikroorganismen (Reid et al., 
2006). Die Milchsäurebakterien sind eine sehr heterogene Gruppe von Bakterien, deren 
definitionsgemäßes gemeinsames Merkmal ist, dass Milchsäure das einzige oder 
hauptsächliche Endprodukt ihres Kohlenhydratstoffwechsels ist (Tannock, 2004; Walter, 
2008). Es sind mikroaerophile bis anaerobe gram- positive Stäbchen oder Kokken mit 
geringem Guanin- und Cytosin- Gehalt. Anhand phänotypischer und genotypischer 
Charakteristika werden sie in 13 Genera klassifiziert, die bedeutendsten darunter sind die 
Lactobacilli, Lactococci, Enterococci und Bifidobacteria (Hugenholtz, 1998; Klein et al., 
1998). Das mit Abstand größte Genus innerhalb der Milchsäurebakterien sind die Lactobacilli 
mit, im Jahr  2013, über 1000 gelisteten Stämmen (November 2013, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). Sie gehören zur Ordnung der Lactobacillalae in der 
Klasse der Bacilli und dem Phylum der Firmicutes. Aufgrund der Vielfalt dieses Genus und 
der komplexen Phylogenese wurde die Einteilung in verschiedene Gruppen immer wieder 
geändert und reicht von drei Gruppen bei Schleifer und Ludwig (Schleifer & Ludwig, 1995) 
bis zu acht Gruppen bei Dellagio und Felis (Dellagio & Fellis, 2005). Eine befriedigende 
Einteilung scheint es bisher nicht zu geben, durch den Fortschritt der Methoden wurden die 
1. Einleitung  8 
 
Lactobacilli wiederholt neu geordnet (Canchaya et al., 2006; Claesson et al., 2007). Mit 
zunehmendem Interesse der Wissenschaft an Lactobacilli, gerade in der Probiotika- 
Forschung, gab es auch einen rasanten Anstieg der Genomsequenzierung. 2003 wurde als 
erstes das Genom von L. plantarum WCFS1 sequenziert (Kleerebezem et al., 2003). 
Während 2006 das Genom von sechs Stämmen bekannt war (Claesson et al., 2007), sind 
inzwischen bereits die Genome von 70 Lactobacilli veröffentlicht (November 2013, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).  
 
1.1.3 Effekte von Probiotika 
Anhand der genannten Kriterien sind inzwischen eine Vielzahl probiotischer Bakterien- und 
auch Hefestämme bekannt und vielfältige Effekte bei verschiedenen Krankheitsbildern 
beschrieben. Tabelle 1 zeigt einige probiotische Stämme und ihre in klinischen Studien 
demonstrierten gesundheitsfördernden Eigenschaften. Die große Mehrheit dieser Probiotika 
gehört zur heterogenen Gruppe der Milchsäurebakterien, unter denen für Lactobacillus- 
Spezies die meisten Effekte gezeigt werden konnten (Ouwehand et al., 2002; Reid et al., 
2006; Sanz et al., 2007). Verschiedene Lactobacillus- Stämme sind ansässig im Magen- 
Darm- Trakt und in der Vagina und tragen dort zum Gleichgewicht der ansässigen Keime bei 
(Strus et al., 2005; Coudeyras et al., 2008; Walter, 2008). Inzwischen gibt es Studien zu 
einem breiten Spektrum an Krankheiten, bei denen Probiotika unterstützend bei Prävention 
und Therapie eingesetzt werden können. Besonders der Einsatz bei Krankheitsbildern des 
unteren Gastrointestinaltraktes wie Diarrhoe, Reizdarmsyndrom oder chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen (CED, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa) scheint ein 
positives Outcome zu bewirken, wobei allerdings gerade bei den CED die Studienergebnisse 
nicht einheitlich positiv sind (Nikfar et al., 2008; Rahimi et al., 2008; Prantera & Scribano, 
2009). Zunächst vermutete Effekte bei Obstipation und Lactose- Intoleranz konnten nicht 
nachgewiesen werden (Ouwehand et al., 2002). Für Lactobacillus rhamnosus GG konnte 
eine Symptomverbesserung bei Reizdarmsyndrom- Patienten belegt werden (Bausserman & 
Michail, 2005; Kajander et al., 2005; Gawronska et al., 2007) sowie präventive und 
therapeutische Effekte bei Rotaviren- Diarrhoe, akuter Diarrhoe und Antibiotika- assoziierter 
Diarrhoe, ausgelöst durch Clostridium difficile- Überwucherung (Majamaa et al., 1995; Raza 
et al., 1995; Gismondo et al., 1999). Weitere Stämme mit belegter Wirkung bei Diarrhoe sind 
Lactobacillus rhamnosus 19070-2, Lactobacillus reuteri SD 2112, Bifidobacterium lactis oder 
Saccharomyces boulardii (Dunne et al., 2001; Reid et al., 2006). Für weitere Bakterien 
konnte ebenfalls eine Erleichterung der Symptomatik bei Patienten mit Reizdarmsyndrom 
gezeigt werden, vor allem Lactobacillus- und Bifidofacterium- Stämme (Nikfar et al., 2008). 
Hinsichtlich chronisch entzündlicher Darmerkrankungen sind die Studienergebnisse 
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unterschiedlich. So gibt es klinische Untersuchungen, die eine bessere Remission bei diesen 
Erkrankungen zeigen (Guslandi et al., 2000; Bibiloni et al., 2005). Aktuelle Reviews und 
Metaanalysen können dies insgesamt aber nicht bestätigen, sondern zeigen vielmehr, dass 
bisher kein Unterschied zwischen potentiellen Probiotika und Placebo nachweisbar ist 
(Rahimi et al., 2008; Ng et al., 2011). Da CED mit überschießender intestinaler 
Entzündungsreaktion einhergehen und Probiotika in der Lage sind, Entzündungsreaktionen 
zu modulieren, wie im Mausmodell bei Helicobacter hepaticus- induzierten CED (Pena et al., 
2005), ist es schwierig, hierzu eine endgültige Aussage zu treffen. 
Ein weiterer Schwerpunkt der klinischen Probiotika- Forschung sind genitale Infektionen wie 
bakterielle Vaginosis. Die vaginale Flora besteht zum überwiegenden Teil aus Lactobacilli 
(107 – 108 CFU/g Vaginalsekret), dominierend L. crispatus und L. jensenii (Antonio et al., 
1999). Eine veränderte Zusammensetzung der vaginalen Mikroflora, insbesondere eine 
verringerte Lactobacillus- Population, erhöht das Risiko für urogenitale Infektionen 
(Lepargneur & Rousseau, 2002; Reid & Burton, 2002). Oral oder vaginal verabreichte 
Lactobacilli können eine gestörte Mikroflora verändern und die Prävalenz von bakterieller 
Vaginosis senken (Reid et al., 2004a; Ya et al., 2010). Eine Hemmung typischer Erreger in 
vitro ist bereits gezeigt worden, darunter Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Gardnerella 
vaginalis und Proteus mirabilis (Coudeyras et al., 2008; Pascual et al., 2008; Verdenelli et 
al., 2009). Zu den häufig bei vaginaler Bakteriose getesteten Stämmen zählen auch 
Lactobacillus rhamnosus und Lactobacillus fermentum (Reid et al., 2004a). So konnte 
gezeigt werden, dass L. rhamosus GR-1 und L. fermentum RC-14 bei täglicher Einnahme 
die Anzahl von Hefen und coliformen Bakterien in der Vagina signifikant verringern und die 
Inzidenz urogenitaler Infektionen senken (Reid et al., 2003; Reid et al., 2004b). Auch das 
Potential zur Verwendung bei durch Hefen verursachter Vaginitis scheint vorhanden zu sein. 
Studien hierzu belegen allerdings vor allem in vitro- Hemmungen, klinische Ergebnisse sind 
noch abzuwarten (Reid et al., 2004a; Martinez et al., 2009). 
Eine Vielzahl weiterer potentieller klinischer Einsatzmöglichkeiten von Probiotika, 
insbesondere Lactobacilli, die sich nicht nur auf den Magen- Darm- Trakt und die Vagina 
beschränken und weiter reichen als Infektionskrankheiten, sind bereits beschrieben. Für 
einige Stämme wurde eine protektive Rolle bei Tumorerkrankungen vermutet und getestet. 
Für das kolorektale Karzinom gibt es keinen sicheren Wirkungsnachweis (Hirayama & 
Rafter, 2000). Andere Ergebnisse legen nahe, dass L. casei rezidivprophylaktisch bei 
oberflächlichem Blasenkarzinom wirkt (Aso & Akazan, 1992) und L. helveticus im 
Mausmodell inhibitorischen Einfluss auf die Mammakarzinom- Entstehung hat (de Moreno de 
LeBlanc et al., 2005). Durch ihre immunmodulatorischen Eigenschaften scheinen Probiotika 
auch in der Lage zu sein, einen positiven Einfluss auf allergische Erkrankungen zu nehmen. 
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So konnte in klinischen Studien gezeigt werden, dass Lactobacillus rhamnosus GG bei 
pränataler Einnahme durch die Mutter das Auftreten atopischer Erkrankungen bei Kindern 
senken kann; in der Probiotika- Gruppe war die Prävalenz des atopischen Ekzems nur halb 
so groß wie in der Placebo- Gruppe (Kalliomaki et al., 2001). Auch konnte L. rhamnosus GG 
zur Prävention ventilations- assoziierter Pneumonien beitragen (Morrow et al., 2010). 
Weitere klinische Einsatzmöglichkeiten bestehen in der Senkung des Cholesterin- 
Blutspiegels, der verzögerten Manifestation von Diabetes mellitus im Tiermodell sowie dem 
Schutz vor Translokation von Darmbakterien nach hämorrhagischem Schock und 
verbesserter Gewebereparatur nach Verbrennungen in vitro (Reid et al., 2006). Es besteht 
also viel Potential in der künftigen Probiotika- Forschung und es bleibt abzuwarten, welchen 
klinischen Nutzen sie tatsächlich besitzen. 
 
Tabelle 1: Einige probiotische Mikroorganismen und ihr klinischer Effekt  
 
Stamm Beschriebener klinischer Nutzen Referenz 
L. rhamosus GG Prävention akuter (Rotavirus-) Diarrhoe und 
Antibiotika- assoziierter Diarrhoe, 
Symptomerleichterung bei Reizdarmsyndrom, 
verringertes Atopie- Auftreten, Prophylaxe 
ventilations- assoziierter Pneumonie 
(Majamaa et al., 1995; Raza et 
al., 1995; Gismondo et al., 1999; 
Bausserman & Michail, 2005; 
Kajander et al., 2005; 
Gawronska et al., 2007; Nikfar et 
al., 2008; Morrow et al., 2010) 
VSL#3* Erleichterung bei Reizdarmsydrom,  (Nikfar et al., 2008) 
L. casei Shirota verkürzte Rotavirus- Diarrhoe, verringerte 
Blasenkrebs- Inzidenz 
(Aso & Akazan, 1992; 
Ouwehand et al., 2002) 
L. rhamnosus GR-1 Senkung der Inzidenz urogenitaler Infektionen, 
verringerte vaginale Besiedelung mit Pilzen 
und Kolibakterien 
(Reid et al., 2003; Reid et al., 
2004b) 
L. fermentum RC-14 Senkung der Inzidenz urogenitaler Infektionen, 
verringerte vaginale Besiedelung mit Pilzen 
und Kolibakterien 
(Reid et al., 2003; Reid et al., 
2004b) 
L. rhamnosus 19070-2 verkürzte akute Diarrhoe bei Kindern (Rosenfeldt et al., 2002) 
L. reuteri DSM 12246 verkürzte akute Diarrhoe bei Kindern (Rosenfeldt et al., 2002) 
L. plantarum 299V verringerte Inzidenz postoperativer Infektionen 
nach Lebertransplantation und ausgedehnten  
viszeralchirurgischen Eingriffen 
(Rayes et al., 2002a; Rayes et 
al., 2002b) 
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L. johnsonii La1 
 
verringerte H. pylori- Kolonisation im Magen (Cruchet et al., 2003; Gotteland 
& Cruchet, 2003) 
L. acidophilus L1 Senkung des Serum- Cholesterins bei 
Hypercholesterinämie 
(Anderson & Gilliland, 1999) 
L. brevis CD 2 verringerte H. pylori- Kolonisation im Magen (Linsalata et al., 2004) 
L. reuteri SD 2112 verkürzte Rotavirus- Diarrhoe (Shornikova et al., 1997) 
S. boulardii verkürzte akute Diarrhoe mit verkürztem 
Krankenhausaufenthalt bei Kindern 
(Kurugol & Koturoglu, 2005) 
B. lactis BB12 verkürzte Diarrhoe bei Kindern (Weizman et al., 2005) 
   
*enthält verschiedene Lactobacilli (L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. plantarum), Bifidobacteria (B. 
longum, B. infantis, B. breve) und Streptococcus salivarius spp. thermophilus 
 
 
1.1.4 Lactobacillus johnsonii 
Zu den am besten erforschten L. johnsonii- Stämmen zählt der auch kommerziell 
vermarktete Stamm L. johnsonii NCC 533 (La1), ehemals L. acidophilus La1, dessen Genom 
bereits entschlüsselt ist (Pridmore et al., 2004). Dieser Stamm ist in der Lage, das Wachstum 
enteropathogener Keime zu hemmen und im Gastrointestinaltrakt zu verweilen. Er besitzt 
eine in vivo- Aktivität gegen Helicobacter pylori, die sowohl in einer verminderten 
Besiedelung des Bakteriums resultiert als auch in einer Verringerung der damit verbundenen 
gastralen Inflammation. Hier wurde eine histologisch abgeschwächte chronische Gastritis im 
Mausmodell gezeigt (Gotteland & Cruchet, 2003; Sgouras et al., 2005). Eine bedeutende 
Eigenschaft von L. johnsonii NCC 533 ist seine Fähigkeit, in vitro, wie für Probiotika 
gefordert, an intestinale Zellen zu adhärieren. Dieser Stamm kann den Intestinaltrakt von 
Mäusen kolonisieren und gleichzeitig die Adhäsion pathogener Bakterien wie Salmonella 
typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis und verschiedener E. coli- Stämme signifikant 
verringern (Bernet et al., 1994; Bernet-Camard et al., 1997; Gianotti et al., 2010), ebenso die 
Vitalität von Staph. aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Gardnerella 
vaginalis, Giardia intestinalis oder Salmonella enterica in vitro (Bernet-Camard et al., 1997; 
Perez et al., 2001; Fayol-Messaoudi et al., 2005; Pridmore et al., 2008; Atassi & Servin, 
2010). In diesen Studien konnten auch wachstumshemmende Effekte anderer Lactobacilli 
auf die genannten Pathogene gezeigt werden. Ebenfalls konnte klinisch eine antimikrobielle 
Aktivität durch verkürzte Infektionsdauer älterer Patienten unter L. johnsonii- Applikation 
gezeigt werden (Fukushima et al., 2007).  
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Neuere Studien zeigen zudem einen protektiven Effekt dieses Stammes für die menschliche 
Haut bei oraler Einnahme. Es konnte in Kombination mit Carotenoiden sowohl ein Schutz vor 
UV- induzierten Hautschäden gezeigt werden (Bouilly-Gauthier et al., 2010), als auch eine 
schnellere Regeneration der Haut nach Schädigung durch UV- Strahlung (Peguet-Navarro et 
al., 2008; Gueniche et al., 2009). Diese Effekte wurden, wie für Probiotika gefordert, in 
klinischen, randomisierten doppelblinden Studien belegt. Von Interesse ist auch der oben 
angeführte anti- inflammatorische Effekt von L. johnsonii NCC 533. Er ist in der Lage, die 
Induktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-8, IL-12 und IFN-γ zu verringern (Vidal et al., 
2002; Inoue et al., 2007b; Valladares et al., 2010), was klinisch z.B. in abgeschwächter 
Ausprägung von atopischer Dermatitis im Mausmodell nachgewiesen wurde (Inoue et al., 
2007a). Auch für weitere L. johnsonii- Stämme wie z.B. HY 7042 sind anti- inflammatorische 
und antimikrobielle Aktivität beschrieben (Joo et al., 2011). 
Bei anderen L. johnsonii- Stämmen ist Diabetes mellitus Gegenstand aktueller Forschung: 
Diskutiert werden eine Verbesserung der Glucose- Aufnahme intestinaler Zellen in vitro 
(Rooj et al., 2010) und verzögertes Auftreten von Typ1- Diabetes im Rattenmodell 
(Valladares et al., 2010; Lau et al., 2011). Das klinische Potential des in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten Stammes DSM 10533 ist bisher weitgehend unerforscht.  
 
1.1.4 Wirkmechanismen 
Für die protektiven und antimikrobiellen Effekte von Probiotika gibt es verschiedene Theorien 
hinsichtlich der zugrunde liegenden Mechanismen. Naheliegend und schon seit längerem 
bekannt ist eine Absenkung des Umgebungs- pH- Wertes durch die Milchsäure- Produktion 
der Lactobacilli und die damit zusammenhängende Hemmung des Wachstums pathogener 
Keime (Ogawa et al., 2001; Fayol-Messaoudi et al., 2005). Zudem erhöht Milchsäure die 
Membranpermeabilität gram- negativer Bakterien und erleichtert damit ein Eindringen 
antimikrobieller Substanzen (Alakomi et al., 2000). Dies ist allerdings nicht der einzige 
nachgewiesene Faktor. Ebenfalls gut untersucht ist die Produktion von Wasserstoffperoxid 
(H2O2) als antimikrobielle Substanz (Servin, 2004; Pridmore et al., 2008). Aktuelle 
Erkenntnisse legen nahe, dass beide Substanzen sich in ihrer Effektivität unterstützen 
(Atassi & Servin, 2010). Auch die Produktion von Essigsäure trägt zum niedrigen pH- Wert 
bei (Vandenbergh, 1993). Probiotika bilden zudem weitere antimikrobielle Substanzen. Dazu 
zählen die Bakteriozine, relativ gut bekannte, durch Bakterien produzierte bakteriozide 
Peptide oder Proteine. Diese haben ein eingeschränktes Wirkungsspektrum, und speziell 
durch Lactobacilli gebildete Bakteriozine wirken fast ausschließlich auf gram- positive Keime 
(Servin, 2004). Weitere für Bakterien toxische Substanzen, die nicht zu den Bakteriozinen 
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gehören, sind ebenfalls beschrieben, darunter sog. Mikrozine und weitere, nicht näher 
bekannte Substanzen (Silva et al., 1987; Servin, 2004). So produzieren z.B. unterschiedliche 
L. rhamnosus- und L. johnsonii- Stämme gegen verschiedene Pathogene wirksame, nicht zu 
den Bakteriozinen gehörende Stoffe (Bernet-Camard et al., 1997; Fayol-Messaoudi et al., 
2005). 
Ein weiterer Aspekt, der zu den protektiven Effekten der Probiotika beiträgt, ist eine 
Hemmung der Adhäsion. So sind Lactobacilli der Lage, Biotenside (engl. biosurfactants) zu 
produzieren. Diese, z.B. für L. rhamnosus beschriebenen, sekretierten Substanzen können 
die Besiedelung von Oberflächen durch pathogene Keime kompetitiv verhindern (Reid et al., 
2004a; Servin, 2004). Eine weitere Hypothese besagt in diesem Zusammenhang auch, dass 
die Hemmung der Adhäsion durch Konkurrenz mit Enteropathogenen um gemeinsame 
Kohlenhydrat- Bindungsstellen bedingt sein kann (Neeser et al., 2000).  
Schließlich sind auch die immunstimulatorischen bzw. immunmodulatorischen Eigenschaften 
von Probiotika bekannt, die zu den intestinalen Schutzmechanismen beitragen. Diese 
erfolgen z.B. über eine Stimulation peripherer mononukleärer Zellen wie Makrophagen und 
Monozyten. Bei diesen kann eine Stimulation der Produktion proinflammatorischer Zytokine 
gefunden werden, vor allem TNF-α, IL-1α, IL-6, IL-8 und IL-12, aber auch des anti- 
inflammatorischen IL-10 (Miettinen et al., 1996; Morita et al., 2002; Martinez et al., 2009). 
Diese Effekte sind bei unterschiedlichen Probiotika von Stamm zu Stamm verschieden, und 
teilweise sind auch gegenteilige Auswirkungen beschrieben, wie eine Suppression der 
Produktion von TNF-α und IL-8 (Wallace et al., 2003). Weitere beschriebene 
immunstimulatorische Effekte sind eine Aktivierung von NK- Zellen durch L. johnsonii (Haller 
et al., 2002) und eine gesteigerte Produktion von spezifischem IgA als Reaktion auf 
Antigenkontakt durch L. rhamnosus (Fang et al., 2000). 
 
 
1.2 Candida albicans 
1.2.1 Epidemiologie 
Pilzinfektionen sind seit etwa 30 Jahren eine zunehmende Ursache infektiöser Erkrankungen 
des Menschen, vor allem bei abwehrgeschwächten Patienten (Pfaller & Diekema, 2007). Die 
am weitesten verbreiteten humanpathogenen Pilze gehören zu den Spezies Candida, 
Cryptococcus, Aspergillus und Pneumocystis. Candida- Spezies sind die häufigste Ursache 
opportunistischer Mykosen (Pfaller & Diekema, 2007; Peman & Salavert, 2012). Der Hefepilz 
Candida albicans ist der am meisten verbreitete pathogene Pilz und einer der häufigsten 
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Erreger nosokomialer Infektionen (Ramage et al., 2001; Wisplinghoff et al., 2004). Als 
Kommensale ist er bei etwa 50% der Bevölkerung zu finden (Naglik et al., 2003), vor allem 
auf der Mukosa von Mundhöhle, Gastrointestinaltrakt, Urogenitaltrakt und Vagina (Murillo et 
al., 2005). In der vielzitierten Multicenter- Studie von Wisplinghoff et al. (Wisplinghoff et al., 
2004) war Candidämie, also eine invasive Candida- Infektion des Blutkreislaufs, die 
vierthäufigste Ursache nosokomialer Blutkreislauf- Infektionen und rangiert auf 
Intensivstationen sogar an dritter Stelle; die Mehrzahl der Fälle durch C. albicans. Lediglich 
Infektionen mit koagulasenegativen Staphylokokken, S. aureus und Enterokokken waren 
häufiger. Neuere Studien belegen diesen Trend. Bei Katheter- assoziierten Infektionen ist    
C. albicans als dritthäufigster Erreger zu finden (Ramage et al., 2005; Geffers & Gastmeier, 
2011). Im Rahmen des ARTEMIS Global Antifungal Surveillance Program zeigte sich          
C. albicans verantwortlich für 65% aller Candida- Infektionen weltweit über einen Zeitraum 
von 10 Jahren (Pfaller et al., 2010). Weitere Candida- Stämme von Bedeutung, allerdings 
wesentlich seltener isoliert als C. albicans, sind C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis und 
C. krusei (Pfaller & Diekema, 2007; Peman & Salavert, 2012). Aktuelle Studien belegen eine 
Candidämie- Inzidenz von ca. 2 Fällen je 1.000 Patienten, bei Intensivpatienten ist sie 
weltweit mit 6,87 Fällen je 1.000 Patienten wesentlich höher (Pfaller & Diekema, 2007; 
Bassetti et al., 2011; Kett et al., 2011).  
Das durch C. albicans verursachte Krankheitsspektrum reicht von oberflächlichen Infektionen 
von Haut oder Schleimhäuten, wie der Mundhöhle und der Vagina mit dem Krankheitsbild 
der Soor, bis hin zu lebensbedrohlichen systemischen Infektionen (Chandra et al., 2001). 
Ausgehend von Candidämie kann es zur Absiedelung an vielfältigen Organen und Orten des 
Körpers kommen: Betroffen sein können abdominale Organe wie Leber, Milz, Niere oder 
seltener das Peritoneum, aber auch Lunge und Bronchialsystem, Augen, Herz (vor allem in 
Form von Endokarditis), Skelett und Gelenke, Weichteile sowie das zentrale Nervensystem 
mit Meningoencephalitis (Thewes et al., 2007; Horn et al., 2009; Ruhnke et al., 2011). Die 
Besiedelung mit C. albicans als Teil der normalen Mikroflora besitzt beim Gesunden in der 
Regel keinen Krankheitswert. Dagegen prädisponiert eine Vielzahl von Faktoren bei 
Krankenhauspatienten zu einer (invasiven) Infektion durch den Hefepilz, wovon hier nur die 
häufigsten Erwähnung finden. Von großer Bedeutung sind implantierbare invasive 
Medizinprodukte. Dazu zählen vor allem zentralvenöse Katheter, aber auch künstliche 
Herzklappen und -schrittmacher, Bypässe, Augenlinsen, Zahnimplantate, Brustimplantate, 
mechanischer Gelenkersatz und ZNS- Shunts, ebenso invasive medizinische Maßnahmen 
wie mechanische Ventilation, parenterale Ernährung oder Dialyse. Eine weitere wichtige 
Ursache ist ein gestörtes Immunsystem. Dies kann durch maligne Neoplasien, sowohl 
hämatologisch als auch solide Tumoren, bedingt sein, aber auch durch Zelldefekte, Therapie 
mit Chemotherapeutika, Immunsuppressiva oder Steroiden, sowohl hohes als auch niedriges 
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Alter und Diabetes mellitus. Ebenso prädisponiert eine HIV- Infektion aufgrund reduzierter 
CD4+- Lymphozytenzahl zu opportunistischen Pilzinfektionen. Von Bedeutung sind zudem 
abdominalchirurgische Eingriffe, Organtransplantationen, eine gestörte Haut- und 
Mukosabarriere, Therapie mit Breitspektrum- Antibiotika und Inhibitoren der 
Magensäureproduktion sowie lange ITS- Aufenthalte (Chandra et al., 2001; Ramage et al., 
2001; Naglik et al., 2003; Wisplinghoff et al., 2004; Segal et al., 2006; Pfaller & Diekema, 
2007; Horn et al., 2009).  
Problematisch an invasiven Candida- Infektionen ist die hohe Mortalität. Die EPIC II- Studie 
zeigte, dass Blutkreislauf- Infektionen mit Candida- Spezies weltweit im Vergleich mit 
bakteriellen Infektionen mit über 42% die höchste Mortalität hatten, sowohl auf Normal- als 
auch auf Intensivstationen (Kett et al., 2011). Andere Studien belegten eine ähnliche 
Candidämie- Mortalität, z.B. Wisplinghoff et al. in den USA bis zu 47%, Das et al. in 
Großbritannien 37%, Bassetti et al. in Italien 43,5% Es sollen auch bereits Mortalitätsraten 
bis zu 67% beobachtet worden sein. Die Mortalität der Infektion mit C. albicans liegt dabei in 
der Regel etwas darunter, in den aktuellen Veröffentlichungen bei bis zu 44% (Wisplinghoff 
et al., 2004; Horn et al., 2009; Bassetti et al., 2011; Das et al., 2011; Kett et al., 2011). Dies 
ist teilweise mit enormen Zusatzkosten verbunden, verursacht durch längere Krankenhaus- 
bzw. ITS- Aufenthalte und zusätzliche therapeutische Maßnahmen. So bezifferte die Studie 
von Hassan et al. an einem britischen Krankenhaus die zusätzlichen Kosten durch 
Candidämie auf bis zu über 16.000 £ pro erwachsenem Patient (Hassan et al., 2009). Trotz 
verfügbarer adäquater antimykotischer Therapie stellt die Infektion mit C. albicans also nach 
wie vor ein ernst zu nehmendes Problem im medizinischen Bereich dar. 
 
1.2.2 Biofilmbildung und Pathogenität 
Seit den frühen 1980er- Jahren wurden zunehmend die Zusammenhänge zwischen dem 
Wachstum von Mikroorganismen an Oberflächen und ihrer Pathogenese bekannt (Costerton 
et al., 1981) und seitdem immer tiefere Erkenntnisse über Biofilme gewonnen. Biofilme sind 
definiert als eine an eine Oberfläche angeheftete Gemeinschaft von Mikroorganismen, 
eingebettet in extrazelluläre Matrix (Ramage et al., 2005). Die meisten Bakterien und Pilze 
existieren bevorzugt in dieser Form; Schätzungen gehen davon aus, dass bis zu 80% aller 
Bakterien in der Umwelt als Biofilm existieren und in über 65% menschlicher Infektionen 
Biofilme eine Rolle spielen (Ramage et al., 2009). Bei Katheter- assoziierten Infektionen sind 
sogar in 90% der Fälle Biofilme beteiligt (Mukherjee et al., 2005). Sie zeigen typische 
Eigenschaften hinsichtlich Organisation und Genexpression, die sie deutlich von 
planktonischen, also nicht- biofilmbildenden Zellen unterscheiden. Die Bildung von Biofilmen 
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trägt wesentlich zur Virulenz von C. albicans bei, die Besiedlung von Oberflächen erfolgt 
bevorzugt in dieser Form. Dies führt bei Infektionen zu erhöhter Resistenz gegenüber der 
Abwehr des Wirts und antimikrobiellen Wirkstoffen (Chandra et al., 2001; Ramage et al., 
2001; Fux et al., 2005; Iraqui et al., 2005). Während bakterielle Biofilme bereits ausführlich 
untersucht und detailliert beschrieben sind (O'Toole et al., 2000; Fux et al., 2005), ist über 
die Biofilme von Pilzen noch relativ wenig bekannt und diese sind Gegenstand intensiver 
aktueller Forschung. Da C. albicans, wie oben beschrieben, der am häufigsten 
vorkommende humanpathogene Pilz ist, gibt es inzwischen zunehmend tiefere Einblicke in 
die Biofilmbildung dieses Hefepilzes. 
Häufig sind C. albicans- Infektionen mit der Bildung von Biofilmen auf implantierten 
medizinischen Geräten, vor allem zentralen Venenkathetern, assoziiert, die als Substrat für 
die Besiedelung dienen (Chandra et al., 2001; Kuhn et al., 2002; Douglas, 2003). Die 
Biofilmbildung durch C. albicans erfolgt dabei in typischen Phasen: Übliche Beschreibungen 
teilen sie in eine frühe Phase (0 – 11 h), eine intermediäre Phase (12 – 30 h) und die 
Maturation oder Reifung (31 – 72 h) ein (Chandra et al., 2001; Ramage et al., 2009). Hierbei 
erfolgt innerhalb der ersten 2 h die Adhäsion der Candida- Blastosporen und nach 3 – 4 h 
bilden sich Mikrokolonien. In der intermediären Phase erfolgt vor allem die Produktion 
nichtzellulären Materials, der Biofilm- Matrix. Während der Maturation, in der der reife Biofilm 
entsteht, nimmt der Anteil extrazellulären Materials weiter zu, bis die Pilze komplett von 
Matrix umgeben sind. Im weiteren Verlauf nimmt die Dichte des Biofilms anschließend 
wieder ab (Hawser & Douglas, 1994; Lal et al., 2010). Eine detailliertere Einteilung nahmen 
Ramage et al. vor: Zunächst erfolgt die Adhärenz von Blastosporen (0 – 2 h), dann bilden 
sich Mikrokolonien knospender Zellen mit Keimschläuchen (2 – 4 h). Anschließend erfolgt 
die Filamentierung, der Wechsel der dimorphen Pilze von der Hefeform zu Hyphen und 
Pseudohyphen (4 – 6 h). Es kommt daraufhin zur Bildung eines einschichtigen Films, in dem 
die Mikrokolonien durch Hyphen verbunden sind (6 – 8 h). Danach kommt es zur 
Proliferation des Biofilms (8 – 24 h) und schließlich zur Maturation (24 – 48 h), in der eine 
vielschichtige Matrix entsteht. Der reife Biofilm zeigt eine komplexe dreidimensionale 
Struktur, in der alle Morphologie- Formen des Hefepilzes präsent sind (Ramage et al., 2001). 
Abbildung 1 veranschaulicht grafisch die charakteristischen Phasen der C. albicans- 
Biofilmbildung. 
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Abb. 1: Ablauf der Biofilmbildung durch C. albicans. (a) frühe Phase, (b) intermediäre Phase, (c) 
Maturation. ECM= extrazelluläre Matrix. Nach Chandra et al. (Chandra et al., 2001). 
 
Ein entscheidender Schritt bei der Biofilmbildung ist zunächst die Adhäsion. Hierfür spielen 
mehrere Einflüsse eine Rolle. Dazu zählen unspezifische Faktoren wie Nährstoffe, 
Fließgeschwindigkeit, Temperatur und pH- Wert des Umgebungsmediums sowie die 
Hydrophobie der Oberfläche und elektrostatische Kräfte. Zum anderen sind auch spezifische 
Eigenschaften in Form von Oberflächenproteinen der Pilze wie Adhäsine und Mannane von 
Bedeutung. Mannan vermittelt Adhäsion im menschlichen Körper durch Bindung an 
spezifische Rezeptoren und verfügt zudem über hämolytische Aktivität (Calderone et al., 
2000). Seit langem bekannt ist der Einfluss der besiedelten Materialoberfläche: Hawser et al. 
zeigten, dass das stärkste Wachstum auf Latex und Silikon- Elastomer erfolgt. Letzteres wird 
häufig in gängigen in vitro- Modellen verwendet. Konditionierende Filme aus Speichel oder 
Serum erleichtern die Adhäsion, ebenso bereits vorhandene kolonisierende 
Mikroorganismen (Hawser & Douglas, 1994; Calderone et al., 2000; Ramage et al., 2001; 
Mukherjee et al., 2005; Ramage et al., 2009).  
Die später im Verlauf gebildete extrazelluläre Matrix, häufig auch als Exopolysaccharid- 
Matrix bezeichnet, spielt eine wichtige Rolle im Biofilm. Sie besteht hauptsächlich aus 
Kohlenhydraten, den zellwandähnlichen Exopolysacchariden. Dies ist vor allem Glucose, 
aber auch Mannose, Galaktose und Rhamnose. Weitere Matrix- Stoffe sind Proteine, DNA 
und Chitine sowie andere noch unbekannte Substanzen (Baillie & Douglas, 2000; Al-Fattani 
& Douglas, 2006; Lal et al., 2010). Die Matrix bildet das Gerüst für die Biofilm- Integrität, 
bedingt den Einstrom von Nährstoffen und Ausstrom von Abfallprodukten und könnte eine 
Schutzfunktion vor Phagozytose und toxischen Substanzen besitzen (Ramage et al., 2005; 
Blankenship & Mitchell, 2006). Mitverantwortlich für die Strömungsvorgänge sind 
Wasserkanäle in der Matrix, die zwischen Kolonien von Pilzen zu finden sind (Donlan, 2002; 
Ramage et al., 2009). Die Menge der gebildeten Matrix ist von dem Umgebungsbedingungen 
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abhängig, so führt eine höhere Strömung der Umgebung zu Bildung von mehr extrazellulärer 
Matrix (Baillie & Douglas, 2000). Inzwischen ist auch bekannt, dass es im Biofilm 
Kommunikation zwischen den Zellen über sog. Quorum sensing gibt. Dieses bezeichnet die 
Kommunikation zwischen Mikroorganismen zur Koordinierung ihres Verhaltens über 
Signalmoleküle und wurde zuerst für Vibri fischeri beschrieben (Nealson et al., 1970). Für    
C. albicans sind zwei solcher Moleküle beschrieben. Zum einen Farnesol, das den Switch 
von planktonischen Zellen zu Hyphen hemmt (Hornby et al., 2001). Ebenso hemmt Farnesol 
in vitro die Biofilmbildung; so wird übermäßiges Wachstum im Biofilm und damit Konkurrenz 
um Nährstoffe verhindert. Hier wird Potential für künftige antimykotische Wirkstoffe diskutiert 
(Ramage et al., 2002; Ramage et al., 2005). Das zweite Molekül ist Tyrosol, das die Bildung 
von Keimschläuchen fördert (Chen et al., 2004). Tyrosol wird in C. albicans- Biofilmen 
vermehrt erzeugt und scheint vor allem für die frühe Phase der Biofilmbildung von 
Bedeutung zu sein (Alem et al., 2006). Es existiert also eine positive Kontrolle des 
Wachstums im Biofilm durch Tyrosol und eine negative durch Farnesol. 
Reife C. albicans- Biofilme haben eine typische, heterogene Struktur. Der biphasische Film 
besitzt eine ein bis zwei Zellen dicke, an der Oberfläche anhaftende basale Schicht aus 
Blastosporen. Darüber liegt ein dichtes Netzwerk aus Hefezellen und von der Basalschicht 
ausgehendenden Hyphen, die in die extrazelluläre Matrix eingebettet sind (Chandra et al., 
2001; Ramage et al., 2001; Kuhn et al., 2002; Lal et al., 2010). Die Dicke reicht je nach 
verwendetem Candida- Stamm von 25 bis 70 µm (Chandra et al., 2001; Ramage et al., 
2001). Die Morphologie des in vitro- Biofilms scheint dabei weitestgehend dem in vivo- 
Biofilm zu ähneln, so dass Beobachtungen übertragbar sein könnten (Chandra et al., 2001; 
Ramage et al., 2005). Hierfür gibt es inzwischen eine Vielzahl von Modellen. Gebräuchliche 
statische in vitro- Modelle zur Biofilm- Quantifizierung basieren auf Farbstoffen wie 
Tetrazolium- Salzen, z.B. XTT, für das ein linearer Zusammenhang zwischen Zelldichte und 
metabolischer Aktivität gezeigt werden konnte (Ramage et al., 2001), oder Kristallviolett. 
Ebenfalls üblich ist die Bestimmung des Trockengewichts, von kolonieformenden Einheiten 
(colony forming units, CFU) und von ATP- Biolumineszenz. Zur Beurteilung der Biofilm- 
Ultrastruktur werden meist Rasterelektronenmikroskopie und konfokale Laserscanning- 
Mikroskopie (CLSM) eingesetzt (Douglas, 2003). Als Weiterentwicklung der statischen 
Basismodelle gibt es Fließmodelle, die näher an den in vivo- Bedingungen sind und 
inzwischen auch Katheter- Tiermodelle an Kaninchen und Ratten. Letztere sollen künftig 
tiefere Einblicke in die Eigenschaften von Biofilmen unter physiologischen Bedingungen 
ermöglichen, da sie den Verhältnissen im menschlichen Körper noch näher kommen 
(Mukherjee et al., 2005; Ramage et al., 2009).  
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Von großer klinischer Bedeutung ist die erhöhte Resistenz von C. albicans als Biofilm 
gegenüber antimikrobiellen Substanzen. Das betrifft alle klinisch bedeutsamen Wirkstoffe wie 
die Azole, Amphotericin B, Flucytosin oder Chlorhexidon (Chandra et al., 2001; Douglas, 
2003; Al-Fattani & Douglas, 2006). Schon mit der Adhäsion als Beginn der Biofilmbildung 
steigt die Antimykotika- Resistenz des Pilzes im Vergleich zu der planktonischen Form 
drastisch an (Chandra et al., 2001; Mateus et al., 2004). Al- Fattani und Douglas konnten 
zwar zeigen, dass entgegen früherer Vermutungen gebräuchliche Antimykotika wie 
Fluconazol und Flucytosin durchaus den Candida- Biofilm penetrieren. Dies allein reicht aber 
meist nicht aus, um die Infektion zu beenden, so dass in der Regel eine Entfernung des 
implantierten Gerätes erforderlich ist (O'Grady N et al., 2002; Al-Fattani & Douglas, 2006). 
Die Mechanismen für die erhöhte Resistenz sind vielfältig. Mögliche Ursachen sind die hohe 
Zelldichte im Biofilm, Effekte durch die extrazelluläre Matrix wie langsame Penetration des 
Antimykotikums in den Biofilm, verlangsamtes Wachstum der Pilze durch Limitierung von 
Substraten und eine veränderte Genexpression, z.B. Aktivierung der MDR- und CDR- Gene 
für Effluxpumpen (Douglas, 2003; Ramage et al., 2005; Al-Fattani & Douglas, 2006; Ramage 
et al., 2009). Ein relativ neu entdeckter Mechanismus sind sog. Persister- Zellen. Diese sind 
eine kleine Anzahl von Zellen, die nur im Biofilm gefunden werden und hochresistent gegen 
Antimykotika sind (Dongari-Bagtzoglou, 2008; Ramage et al., 2009). Zusätzlich zu der 
Antimykotika- Resistenz existieren noch weitere Faktoren für die Virulenz von C. albicans 
wie Adhäsine und Proteinasen (Calderone et al., 2000), die weiter unten näher erläutert 
werden. 
Hinsichtlich der Virulenz gibt es deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen C. albicans- 
Stämmen. Der hochvirulente Stamm SC 5314 (Gillum et al., 1984) zählt zu den am besten 
erforschten Stämmen und wurde für die erstmalige Entschlüsselung des C. albicans- 
Genoms verwendet (Jones et al., 2004). Er zeigt im Tiermodell eine ausgeprägte Invasivität 
(Thewes et al., 2007). Der Stamm ATCC 10231 dagegen, der bei einem Bronchomykose- 
Patienten isoliert wurde, ist in seiner Virulenz deutlich abgeschwächt und im Gegensatz zum 
SC- Stamm nicht invasiv (Kretschmar et al., 1999). Sie unterscheiden sich während einer 
Infektion auch in der Genexpression (Thewes et al., 2007).  
 
1.2.3 Genetischer Hintergrund von Biofilmbildung und Pathogenität 
Obwohl inzwischen das komplette Genom von C. albicans entschlüsselt ist (Jones et al., 
2004) und eine Vielzahl von an Biofilmbildung und Virulenz beteiligten Genen bekannt und 
ausführlich untersucht sind, so sind die genauen Zusammenhänge des komplexen 
Phänomens der Hyphen- und Biofilmbildung an vielen Stellen noch unklar. Zu den am 
1. Einleitung  20 
 
besten erforschten Virulenzfaktoren zählen Hyphenbildung, einhergehend mit der Expression 
spezifischer Gene, sowie Adhäsine und sekretorische hydrolytische Enzyme (Calderone & 
Fonzi, 2001). Letztere umfassen drei bedeutsame Gruppen: Phospholipasen, Lipasen und 
sekretorische Aspartylproteasen (SAPs), von denen die SAPs am ausführlichsten untersucht 
sind (Naglik et al., 2003; Nailis et al., 2010). Die Rolle dieser Virulenzfaktoren wird auch 
dadurch verdeutlicht, dass es für sie kein Äquivalent im Genom der apathogenen 
Bäckerhefe, S. cerevisiae, gibt, welches aber etwa 90% Übereinstimmung mit dem              
C. albians- Genom hat (Naglik et al., 2003). Abbildung 2 gibt einen Überblick über die 
Hauptaspekte der Biofilmbildung und beteiligte Gene. Die Genexpression erfährt dabei eine 
ausgeprägte Veränderung. García- Sánchez et al. fanden z.B. bei 325 von 1850 
untersuchten Genen eine deutlich veränderte Expression im Biofilm (Garcia-Sanchez et al., 
2004). Bereits 30 Minuten nach Oberflächenkontakt treten erste Veränderungen auf, vor 
allem in Genen für Schwefel-, Phosphat- und Eisenmetabolismus (Murillo et al., 2005).  
 
Abb. 2: An der Biofilmbildung von C. albicans beteiligte Gene und Prozesse. Nach Ramage et al. 
(Ramage et al., 2009). 
 
1.2.3.1 Adhäsine 
Die am besten erforschten Adhäsine sind die Gene der ALS- Familie (Agglutinin-like 
sequence), HWP 1 (Hyphal wall protein) und BCR 1 (Biofilm and Cell wall Regulator). 
Sowohl die ALS- Gene als auch HWP 1 kodieren Glykoproteine, die über einen GPI- Anker 
an der Zelloberfläche präsent sind (Blankenship & Mitchell, 2006; Nailis et al., 2010). Die 
ALS- Familie umfasst acht Gene (ALS 1 – 7 und ALS 9) für große Proteine mit ähnlicher 
Struktur, bestehend aus drei Domänen: Einer N- terminalen Domäne, die die Adhäsion 
vermittelt, einer zentralen Domäne mit Tandem- repeats einer 108 bp- Sequenz, und einer 
C- terminalen Domäne mit variabler Struktur und Länge (Hoyer, 2001). Alle Domänen sind 
reich an Serin und Threonin (Hoyer et al., 2008). Die ALS- Gene erleichtern neben der 
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Adhäsion auch die Koaggregation mit anderen Hefezellen und Bakterien (Ramage et al., 
2009). Neuere Studien zeigen, dass insbesondere ALS 1 und ALS 3 eine bedeutsame Rolle 
bei der Biofilmbildung zukommt und ALS 1 – 3 die am stärksten exprimierten Gene dieser 
Familie sind. Vor allem ALS 3 ist für Biofilmbildung und Adhäsion essentiell, allerdings nicht 
für Hyphenbildung. ALS 3- defekte C. albicans- Mutanten sind in vitro kaum zur 
Biofilmbildung fähig (Nobile & Mitchell, 2005; Nobile et al., 2006a; Hoyer et al., 2008). Im 
Gegensatz zur ALS- Familie wird HWP 1 ausschließlich auf Hyphen exprimiert. Es ist an ein 
Zellwand- Glucan gebunden und vermittelt die Adhäsion der Hyphen an Epithelzellen (Nobile 
et al., 2006b). Dies erfolgt über Transglutaminasen des Wirts, denen HWP 1 als Substrat 
dient und die eine kovalente Bindung, ebenfalls der N- terminalen Domäne, an 
Oberflächenproteine des infizierten Organismus erzeugen (Staab et al., 1999; Nobile et al., 
2006b). Im Gegensatz zu ALS 3 haben C. albicans- Mutanten ohne HWP 1 schwere Defekte 
nicht nur der Biofilm-, sondern auch der Hyphenbildung (Nobile et al., 2006b). Nailis et al. 
konnten mittels Real- time PCR zeigen, dass bei der Biofilmbildung eine verstärkte 
Expression sowohl von Genen der ALS- Familie als auch von HWP 1 erfolgt, ebenso aller 
SAP- Gene mit Ausnahme von SAP 3 (Nailis et al., 2010).  
ALS 3 und HWP 1 stehen unter Kontrolle des Transkriptionsfaktors BCR 1, einem 
Zinkfingerprotein, das als Transkriptions- Regulator Oberflächenproteine und Adhäsine 
aktiviert, aber selbst nicht unverzichtbar für die Hyphenbildung ist (Blankenship & Mitchell, 
2006; Nobile et al., 2006a). BCR 1 reguliert auch die Aktivität weiterer Gene für GPI- 
verankerte Zellwandproteine wie HYR 1, ECE 1, RBT 5 und ALS 1 und ist selbst wiederum 
unter positiver Kontrolle durch TEC 1, das durch EFG 1 reguliert wird (Nobile & Mitchell, 
2005; Nobile & Mitchell, 2006). ECE 1 ist ein Gen, das an der Zellverlängerung von Hyphen 
beteiligt ist (Birse et al., 1993), RBT 5 ist assoziiert mit der Eisenaufnahme über ein Häm- 
bindendes Protein (Weissman & Kornitzer, 2004). HYR 1 ist ein weiteres von BCR 1 
abhängiges, hyphenspezifisches Oberflächenprotein, das allerdings nicht essentiell für die 
Hyphenbildung ist (Bailey et al., 1996; Nobile et al., 2006a). Es wird aber für die 
Gewebeinvasion von Mukosa benötigt und besitzt zusätzlich eine Funktion zum Schutz vor 
Phagozytose (Luo et al., 2010; Dwivedi et al., 2011). Sowohl EFG 1 als auch TEC 1 sind 
wichtige Transkriptionsfaktoren für die Aktivierung der Hyphen- und damit auch 
Biofilmbildung (Nobile & Mitchell, 2005; Goyard et al., 2008). Die Kaskade über EFG 1 ist ein 
bedeutender Weg der Morphogenese, der Wandlung von Hefe- Form zu Hyphen. Ein zweiter 
Weg geht über den Transkriptionsfaktor CPH 1, ebenfalls ein positiver Regulator der 
Hyphenbildung. Dies sind die Hauptwege der Hyphenbildung (Calderone et al., 2000; Naglik 
et al., 2003; Nobile & Mitchell, 2006). Unabhängig davon können verschiedene Gene der 
Hyphen- und Biofilmbildung, darunter ALS 3 und HWP 1, aber auch durch die Yak 1 Kinase 
aktiviert werden; deren Funktion ist im Gegensatz zu erstgenannten Genen aber nicht 
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Voraussetzung für Adhäsion (Goyard et al., 2008). Ein erst vor kurzem entdecktes, an der 
Hyphenbildung beteiligtes Gen ist UME 6 (Banerjee et al., 2008). UME 6, wie BCR 1 ein 
Zinkfingerprotein, ist an der Bildung von Hyphen aus Keimschläuchen beteiligt und auch an 
der Virulenz von C. albicans. Es scheint ein weiterer wichtiger Regulator der Morphogenese 
zu sein (Ramage et al., 2009). Ebenso gibt es negative Regulatoren der Hyphenbildung. Zu 
nennen ist hier vor allem TUP 1, das die Expression verschiedener Oberflächenproteine 
supprimiert, darunter HWP 1 (Braun et al., 2000). Dies sind längst nicht alle an der 
Biofilmbildung beteiligten Gene, und die genauen Zusammenhänge der verschiedenen 
Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden sind noch nicht im Detail verstanden.  
 
1.2.3.2 Sekretorische Aspartylproteasen 
Die sekretorischen Aspartylproteasen (SAPs) sind die bedeutendsten und am 
ausführlichsten erforschten extrazellulären hydrolytischen Enzyme von C. albicans. 
Proteasen sind Enzyme, die die Hydrolyse von Peptidbindungen katalysieren, und werden 
entsprechend ihrem katalytischem Mechanismus und aktivem Zentrum klassifiziert. Sie 
werden bei C. albicans präsentiert durch 10 SAP- Gene, die Präproenzyme für den 
sekretorischen Weg kodieren. Die reifen Proteine haben eine charakteristische 
Aminosäuresequenz mit zwei Aspartat- Resten im aktiven Zentrum (Hube & Naglik, 2001). 
Entsprechend der Aminosäuresequenz werden die SAPs in Untergruppen unterteilt: SAP 1 – 
3, SAP 4 – 6 und SAP 9 – 10. SAP 7 und SAP 8 zählen zu keiner Gruppe (Naglik et al., 
2008). Bis auf SAP 9 und 10, die über einen GPI- Anker in der Zellwand verbleiben, werden 
alle SAPs sekretiert (Albrecht et al., 2006). Sie sind assoziiert mit verschiedenen 
Pathogenitäts- Eigenschaften von C. albicans, was z.B. daran deutlich wird, dass weniger 
pathogene Candida- Spezies auch weniger SAPs produzieren (Capobianco et al., 1992). 
Mehrere Studien an C. albicans- Isolaten HIV- positiver Patienten zeigen, dass Candidiasis- 
verursachende Stämme eine höhere SAP- Aktivität aufweisen als die Stämme 
asymptomatischer Träger (Wu et al., 1996; de Bernardis et al., 1999). Auch konnte eine 
Korrelation zwischen SAP- Produktion und Adhäsion gezeigt werden (Abu-Elteen et al., 
2001). Mögliche Funktionen der SAPs sind dabei die Bereitstellung von Nahrungssubstraten, 
Erleichterung von Invasion und Penetration bei der Infektion sowie Schutz vor der 
Immunantwort des Wirts (Naglik et al., 2003). Vor allem für SAP 2 ist ein breites Spektrum an 
Substraten bekannt: Es kann eine Vielzahl menschlicher Proteine degradieren, z.B. Muzin, 
sekretorisches IgA, Keratin, Kollagen, Vimentin und α2- Makroglobulin (Naglik et al., 2003). 
SAP 5 ist in der Lage, E-Cadherin zu degradieren, das am Zellzusammenhalt beteiligt ist, 
und damit die Invasion des Pilzes zu erleichtern (Villar et al., 2007). Für SAP 1 – 3 konnte 
ein Zusammenhang mit Gewebsschädigung gezeigt werden, SAP 4 – 6 sind mit der 
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Hyphenbildung assoziiert (Hube et al., 1994; Schaller et al., 1999). Studien mit 
verschiedenen Tiermodellen belegen zudem die wichtige Rolle von SAP 4 – 6 im 
Infektionsprozess, wo es zu starker Expression dieser Gruppe, vor allem von SAP 5, kommt 
(Staib et al., 2000; Kretschmar et al., 2002; Thewes et al., 2007). Diese Gruppe trägt 
außerdem zum Schutz des Pilzes vor Phagozytose bei (Borg-von Zepelin et al., 1998). Die 
genaue Rolle von SAP 7 – 10 ist noch weitestgehend unbekannt. Klinische Relevanz haben 
die SAPs dadurch, dass sie ein potentielles Ziel für künftige Wirkstoffe in Form von Protease- 
Inhibitoren darstellen. Beispiele für solche Substanzen sind Pepstatin, im Rattenmodell 
effektiv gegen Vaginitis eingesetzt (de Bernardis et al., 1999), und HIV- Therapeutika wie 
Ritonavir oder Indinavir, die die SAP- Produktion hemmen können (De Bernardis et al., 
2004).  
 
1.2.4 Interaktion zwischen C. albicans und anderen Mikroorganismen 
Wechselwirkungen zwischen C. albicans- Biofilmen und unterschiedlichen Bakterien sind 
schon länger bekannt, aber erst seit Kurzem Gegenstand intensiverer Forschung. Der Pilz 
kann im Biofilm mit Bakterien sowohl synergistisch als auch antagonistisch agieren. So bildet 
C. albicans mit Staphylococcus aureus, mit dem der Pilz in der Mundhöhle häufig 
gemeinsame Infektionen verursacht (Baena-Monroy et al., 2005), gemischte Biofilme, ohne 
das gegenseitige Wachstum zu beeinflussen (Peters et al., 2010). Möglicher Vorteil ist hier 
eine erleichterte Invasion der Bakterien durch den invasiven Pilz. Auch eine vorhergehende 
Infektion durch mit C. albicans agglutinierende E. coli erleichtert die Adhäsion des Pilzes an 
Blasen- Mukosa und damit die Infektion im Tiermodell (Levison & Pitsakis, 1987). In der 
Mundhöhle kann C. albicans an besiedelnde Bakterien wie Oralstreptokokken oder 
Aktinomyceten adhärieren, was wiederum die Pilzinfektion erleichtert (Shirtliff et al., 2009). 
Ein relativ gut untersuchtes Beispiel für Konkurrenz zwischen Prokaryot und Eukaryot 
dagegen ist Pseudomonas aeruginosa, der die Biofilmbildung von C. albicans stört, indem 
die Bakterien auf den Candida- Hyphen selbst Biofilme bilden und diese damit abtöten 
(Hogan & Kolter, 2002; Holcombe et al., 2010). Ähnliches gilt für die Interaktion mit 
Salmonella enterica und Acinetobacter baumanii, die sowohl in vitro als auch in vivo 
ebenfalls das Wachstum von C. albicans und speziell der Hyphen hemmen (Peleg et al., 
2008; Tampakakis et al., 2009).  
Auch für verschiedene Lactobacillus- Stämme konnte in- vitro eine Hemmung des 
Wachstums von C. albicans belegt werden, darunter L. rhamnosus und  L. reuteri (Strus et 
al., 2005; Coudeyras et al., 2008; Pascual et al., 2008; Martinez et al., 2009; Verdenelli et al., 
2009). Diese Studien zeigten vor allem eine Hemmung des Candida- Wachstums auf Agar. 
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Unterschiede existieren dabei sowohl hinsichtlich unterschiedlicher Candida- als auch 
Lactobacillus- Stämme: Während das Wachstum von C. albicans stark beeinflusst wurde, 
blieben C. glabrata und C. pseudotropicalis weitestgehend unbeeinflusst (Strus et al., 2005; 
Pascual et al., 2008). Das Wachstum von C. albicans ATCC 10231 kann durch L. rhamnosus 
Lcr35 deutlich gehemmt werden (Coudeyras et al., 2008). Auch im Tierversuch konnte 
inzwischen der protektive Effekt von L. rhamnosus gegen die Kolonisation mit C. albicans 
gezeigt werden (Matsubara et al., 2012). Über die zugrunde liegenden Mechanismen, auch 
auf genetischer Ebene, ist allerdings noch wenig bekannt. 
 
1.3 Wissenschaftliche Zielsetzung 
Milchsäurebakterien, insbesondere Lactobacilli, tragen als Kommensalen des 
Gastrointestinaltraktes zur menschlichen Gesundheit bei (Walter, 2008). Sie verhindern 
Infektionen durch Keime wie C. albicans sowohl im weiblichen Urogenitaltrakt als auch in der 
Darmmukosa (Morales & Hogan, 2010). Störungen der Mikroflora, zum Beispiel durch 
Antibiotika- Einsatz, tragen vor allem bei immunkompromittierten Patienten zur Candida- 
Kolonisation bei (Hogenauer et al., 1998). Wie oben angeführt besitzen verschiedene 
Lactobacillus- Stämme das Potential, sowohl präventiv als auch therapeutisch gegen          
C. albicans- Infektionen zumindest unterstützend eingesetzt zu werden. 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Interaktion zweier C. albicans- Stämme mit 
verschiedenen Lactobacilli in- vitro beurteilt werden. Dazu wurden zunächst mikroskopische- 
und semi- quantitative Untersuchungen durchgeführt. Das Wachstum von C. albicans in Ko- 
Kultivierung mit den Lactobacilli im Vergleich zur Monokultur wurde zum einen 
phasenkontrastmikroskopisch analysiert. Zum anderen erfolgte die Bestimmung der 
metabolischen Aktivität der Pilze über den XTT- Reduktions- Assay. Auf dieser Grundlage 
wurden anschließend Expressionsanalysen verschiedener Gene vorgenommen, die an 
Pathogenität und Biofilmbildung beteiligt sind. Hierbei sollte untersucht werden, wie und in 
welchem Ausmaß die Expression dieser Gene durch die Lactobacilli verändert wird, 
einhergehend mit einer Hemmung des Candida-Wachstums.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Mikroorganismen 
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende in Tabelle 2 genannten Pilze und Bakterien 
verwendet: 
 
Tabelle 2: verwendete Mikroorganismen 
Stamm Referenz  
Candida albicans 
 
  
ATCC 10231 (Kretschmar et al., 1999)  
SC 5314 (Gillum et al., 1984)  
   
Lactobacillus Species   
   
L. rhamnosus DSM 20021 (Collins et al., 1989)  
L. rhamnosus vorliegende Arbeit  
L. johnsonii DSM 10533 (Fujisawa et al., 1992)  
L. reuteri DSM 20016 (Kandler et al., 1980)  
 
 
2.1.2 Oligonukleotide 
Für PCR- Amplifikationen wurden folgende in Tabelle 3 genannten Oligonukleotide (Primer) 
verwendet: 
 
Tabelle 3: verwendete Oligonukleotide 
Name Fragmentlänge Sequenz 
 
Efb 1 
 
606 bp (DNA) 
242 bp (cDNA) 
 
5‘- GAA CGA ATT CTT GGC TGA C -3‘ 
5‘- CAT CAG AAC CGA ACA AGT C -3‘ 
Als 3 184 bp 5‘- CCA AGT GTT CCA ACA ACT GAA A -3‘ 
5’- GGA CCG GTT GTT GCT ATG GT -3’ 
Bcr 1 100 bp 5‘- CTT CAG CAG CTT CAT TAA CAC CTA -3‘ 
5’- TCT TGG ATC AGG TGT ACT TTT CAA -3’ 
Hwp 1 116 bp 5‘- CTC CAG CTG GCT CAA GTG GT -3‘ 
5’- TGG CAG ATG GTT GCA TGA GT -3’ 
SAP 2 277 bp 5‘- CAA TGA AGC CGG TGG TAG TT -3‘ 
5‘- TGG TGG TAC CTG AAT CCA CA -3’ 
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SAP 5 259 bp 5‘- CCC TCT ACC TTA ACT CTG C -3‘ 
5’- CTT CAT TTG AGC ACC TAT GG -3’ 
SAP 6 196 bp 5‘- GTC AAC GCT GGT GTC CTC TT -3‘ 
5‘- GCA GGA ACG GAG ATC TTG AG -3‘ 
SAP 7 182 bp 5‘- TTC TCG TGA TGC TGT CCA AG -3‘ 
  5‘- CCA GCA GGA AGA CCA TAA GC -3‘ 
SAP 9 276 bp 5‘- AAC CAT AGA AAC CGA CGA G -3‘ 
5’- ATG GCA CTG GTA TCA TCA GC -3’ 
 
 
Für die quantitative real time- PCR (qRT- PCR) wurden folgende in Tabelle 4 und Tabelle 5 
genannten Oligonukleotide und Sonden verwendet: 
 
Tabelle 4: für die qRT- PCR verwendete Oligonukleotide 
Name Fragmentlänge Sequenz 
 
Act 1 
 
86 bp 
 
5‘- GAC AAT TTC TCT CTT TCA GCA CTA GTA GTG A -3‘ 
  5‘- GCT GGT AGA GAC TTG ACC AAC CA -3‘ 
Cef 3 82 bp 5‘- GCT GTC AAA GCC ATC  TTA CCA A -3‘ 
  5‘- GCT CTC AAG ATG GCA ACT TTT TC -3‘ 
SAP 2 81 bp 5‘- TCC TGA TGT TAA TGT TGA TTG TCA AG -3‘ 
  5‘- TGG ATC ATA TGT CCC CTT TTG TT -3‘ 
SAP 5 77 bp 5‘- CAT TGT GCA AAG TAA CTG CAA CAG -3‘ 
  5‘- CAG AAT TTC CCG TCG ATG AGA -3‘ 
SAP 6 101 bp 5‘- CCT TTA TGA GCA CTA GTA GAC CAA ACG -3‘ 
  5‘- TTA CGC AAA AGG TAA CTT GTA TCA AGA A -3‘ 
SAP 9 85 bp 5‘- ATT TAC TCC ACA GTT TAT ATC ACT GAA GGT -3‘ 
  5’- CCA CCA GAA CCA CCC TCA GAA -3’ 
Als 3 108 bp 5‘- TTC CAA CAA CTG AAA GTG AGG TTG TA-3‘ 
5’- CAG AAT TTT CAT CCA TAC TTG ATT TCA CAT -3’ 
Hwp 1 123 bp 5‘- CTC CAG CTG GCT CAA GTG GT -3‘ 
5’- GAG TAA TTG GCA GAT GGT TGC AT -3’ 
Hyr 1 135 bp 5’- GCT GGT AAT ATT GCT TTT GGT ACT GC -3’ 
  5’- CCA TGT GTC TTC ATC AGC AGT AAC AC -3’ 
Ume 6 197 bp 5’- CAA CAA CAA GAC TCA TTA CCA CCT C -3‘ 
  5’- GAT GAT GGG TTT GCT GCA TCT AA -3’ 
 
Tabelle 5: für die qRT- PCR verwendete Sonden 
Name Sequenz ( 5‘ FAM ------- 3‘ TAMRA ) 
 
Act 1 
 
ACT GTA ACC ACG TTC AGA CAA AAT CTT GGA CAA 
Cef 3 TTG ACA ACT TGA CCA ACA CCA ACA AAT GGA 
SAP 2 CAC TTA TAG TGA TCA AAC TGC AGA TTT CT 
SAP 5 TCC TCT TTT GTC CAC ATC ACC ATC TCT ACC A 
SAP 6 AGC AAA TAA TTG ATT TTT AAC AGA AGC ACC ACC AA 
SAP 9 CAG GTG CAT ATT CAA CGT TCT CCC CAT TG 
Als 3 5‘ FAM - ACG GAA ATG GTC CTT ATG AAT CAC CAT CT - - BBQ 
Hwp 1 5’FAM - TGC TGT CGT CTC TAC GAC TGA AGG TGC T - - BBQ 
Hyr 1 5‘ FAM - TGC GTC ATC AAG ACT TTG TTC CAG CT - - BBQ 
Ume 6 5‘ FAM – AGC ACA ATC CCA ACC AAC ACC ATT - - BBQ 
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2.1.3 Chemikalien 
 
Chemikalien      Hersteller     
6x DNA loading dye     Fermentas 
dNTP- Mix      Roche 
DPBS without Ca2+ and Mg2+   Lonza/Bio Whittaker   
Ethidiumbromid 1%     Roth 
Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder  Fermentas 
LE- Agarose      Biozym 
RNeasy Mini Kit     Qiagen 
RNase free DNAse Set    Qiagen 
Taq DNA- Polymerase    Qiagen 
TaqMan Gene Expression Master Mix  Applied Biosystems 
In Vitro Toxicology Assay Kit, XTT based  Sigma- Aldrich 
 
 
2.1.4 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
10x TBE:  Tris Base 108g, Borsäure 55g, EDTA (0,5M) 40ml  
   mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt und auf pH 8.0 eingestellt 
Für die Gelelektrophorese wurden 100ml 10x TBE mit 900ml Aqua dest. verdünnt eingesetzt. 
 
2.1.5 Nährmedien 
Columbia- Agar: 5% Schafblut, Firma Becton- Dickinson 
YPD- Medium: 1% Hefeextrakt, 1% Pepton, 2% Glucose 
RPMI- Medium: RPMI 1640 [+] L- Glutamine, Firma GIBCO 
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2.1.6 Materialien 
Materialien      Hersteller     
Cryobank Einfrierröhrchen    Mast 
Einmalkanüle 100 Sterican    Braun 
Einweg Impfösen 10 µl    Greiner bio- one 
Glass beads acid washed    Sigma 
Kompressen 10x10 cm    Fuhrmann 
Küvette UVette 220-1600 nm   Eppendorf 
PP- Röhrchen 15 ml / 50 ml    Greiner bio- one 
Rotilabo Spitzenfilter 0,22µl    Roth 
Spritzen 20 ml     BD discardit 
Tubes 1,5 ml / 2 ml     Eppendorf 
Zellkulturplatte 6 well     Greiner bio-one 
Zellkulturplatte 96 well, flat bottom   Becton Dickinson 
Zellschaber 24 cm / 12 cm    Fisher Scientific 
 
2.1.7 Geräte 
Geräte      Hersteller     
Columbus- Washer SLT    Milenia Biotech 
Elektrophoresekammer Mupid ExU   Eurogentec 
ELISA- Reader Dynatech MR5000   Milenia Biotech 
Homogenisator  Precellys 24   Peqlab 
Inkubator Cytoperm 2    Heraeus 
Kamera Gel Logic 100    Kodak 
LightCycler 480     Roche 
Lumi-Imager F1     Roche 
Mikrowelle R- 3V12     Sharp 
Phasenkontrastmikroskop ULWCD-0.30  Olympus 
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Plattformschüttler Unimax 1010   Heidolph 
Thermocycler Primus     MMG 
Vortexer Reax 1     Heidolph 
Wasserbad GFL 1003    GFL 
Zellzähler Cell- Dyn 1800    Abbott 
Zentrifuge Centrifuge 5415 C   Eppendorf 
Zentrifuge Megafuge 1.0    Heraeus 
 
2.1.8 Software 
Für die Auswertungen der XTT- Extinktionswerte und der Ergebnisse der Quantifizierung 
sowie zur Erstellung der Diagramme wurde Microsoft Excel 2007 verwendet. Die 
Weiterverarbeitung der PCR- Bilder erfolgte mit Hilfe der Kodak Molecular Imaging Software 
1.0 und der Software LumiAnalyst 3.1. Die relative Quantifizierung wurde mit der LightCycler 
480 Software, Version 1.5 (Firma Roche) berechnet.  
 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Anzucht der Pilze und Bakterien 
Die verwendeten Candida albicans- Stämme wurden als Glycerin- Stocks in Flüssigmedium 
mit 50% (v/v) Glycerin bei -80°C langzeitgelagert. Für jedes Experiment wurde am Vortag 
des Versuchs aus den Glycerin- Stocks eine Öse der gefrorenen Pilze in einem Erlenmeyer- 
Kolben in 100 ml auf Raumtemperatur erwärmtem YPD- Medium gelöst. Der Kolben wurde 
dann mit sterilen Platten abgedeckt, diese mit Klebeband fixiert und anschließend über 
Nacht auf dem rotierenden Plattformschüttler bei 30°C und 180 U/min inkubiert. Unter diesen 
Bedingungen wachsen die Pilze in der planktonischen Phase. 
Die verwendeten Bakterien wurden auf Columbia- Agar bei 37°C und 5% CO2 angezogen 
und zwei Tage vor jedem Experiment frisch überimpft. Die Langzeitlagerung der Lactobacilli 
erfolgte in Cryobank- Röhrchen nach Anleitung des Herstellers bei -80°C. Neu aufgetaute 
Bakterien wurden zunächst für zwei Tage auf Columbia- Agar angezogen und anschließend 
auf der benötigten Menge an Columbia- Agarplatten für weitere zwei Tage inkubiert. Bei den 
Versuchen mit variierenden Candida- und konstanten Lactobacillus- Konzentrationen war 
hierzu die Vorbereitung der Bakterien auf bis zu sieben Agarplatten parallel notwendig. 
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2.2.2 XTT- Reduktions- Assay 
Für die Beurteilung der Biofilmbildung durch Candida albicans wurde der semi- quantitative 
XTT- Reduktions- Assay verwendet. XTT ist das Natrium- Salz von 2,3-bis [2-Methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxyanilid. In lebenden Zellen wird der Tetrazolium- 
Ring des XTT durch mitochondriale Dehydrogenasen gespalten, was zum Farbumschlag von 
gelb nach orange führt und photometrisch bei 450 – 500 nm Wellenlänge bestimmt werden 
kann. 
Der XTT- Reduktions- Assay wurde nach der Methode von Ramage et al. durchgeführt 
(Ramage et al., 2001). Für die Experimente wurde das XTT zunächst portioniert. Dazu wurde 
das Salz mittels einer Spritze und einer sterilen Kanüle in dem gelieferten Glasgefäß in 5 ml 
zuvor im Wasserbad auf 56°C erwärmten PBS (Phosphate- buffered saline) gelöst. In die 
Spritze wurden dann weitere 5 ml PBS aufgezogen, darauf die 5 ml mit dem gelösten XTT 
aus dem Glasgefäß dazugezogen und durch Schwenken gemischt. Über einen Sterilfilter mit 
0,22 µl Porengröße wurden die 10 ml XTT- Lösung dann in sterile 1 ml- Röhrchen portioniert 
und bei -20°C tiefgefroren. Für die Experimente wurde die benötigte Menge an XTT vor der 
Durchführung jedes Assays frisch aufgetaut. 
Die über Nacht im YPD- Medium gewachsenen Pilze wurden zunächst für 5 min bei 1500 
U/min abzentrifugiert, dann zweifach jeweils erst in PBS gewaschen und anschließend bei 
1500 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde dann im Glasröhrchen in auf 37°C erwärmten 
RPMI gelöst. Mit Hilfe des Zellzählers wurde die benötigte Konzentration der Pilze durch 
Verdünnen eingestellt. Die Lactobacilli wurden mit einer Öse in Falcon- Röhrchen in auf 
37°C erwärmten RPMI gelöst und am Photometer auf eine optische Dichte OD600 von 1 
eingestellt. Dies entspricht nach Messungen am Zellzähler 107 Zellen/ml.  
Je nach Experiment wurden die Bakterien oder Pilze in mehreren Schritten im Verhältnis 
1:10 mehrfach verdünnt. Für die Versuchsreihe mit variierenden Lactobacillus- 
Konzentrationen wurden die Bakterien in sechs Schritten in Eppendorf- Röhrchen verdünnt. 
Für die Versuchsreihe mit variierenden Candida- Konzentrationen wurden die Pilze im 
Glasröhrchen ebenfalls in sechs Schritten verdünnt, so dass für die Versuche 
Konzentrationen im Bereich von 107 Zellen/ml bis 101 Zellen/ml an Bakterien bzw. an Pilzen 
vorlagen. Für Experimente mit variierender Lactobacillus- Konzentration wurden die Pilze auf 
eine konstante Konzentration von 106 Zellen/ml eingestellt und die Bakterien verdünnt, für 
Experimente mit variierender Candida- Konzentration wurden die Bakterien auf eine 
konstante Konzentration von 107 Zellen/ml eingestellt und die Pilze verdünnt. Es wurden 
außerdem Versuche mit variierender Inkubationsdauer durchgeführt. Hierbei wurden 
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konstante Konzentrationen der Pilze von 106 Zellen/ml und der Bakterien von 107 Zellen/ml 
verwendet. 
Für den XTT- Reduktions- Assay wurden in der 96 well- Platte je Vertiefung 100 µl 
Suspension eingesetzt. Als Bezug wurden in die Vertiefungen einer Reihe 100 µl RPMI 
gegeben. Zur Kontrolle wurden in die Vertiefungen der zweiten Reihe jeweils 50 µl RPMI und 
50 µl Bakteriensuspension gegeben, in die Vertiefungen der dritten Reihe jeweils 50 µl RPMI 
und 50 µl Pilzsuspension. Für die Ko- Kultivierung wurden je 50 µl Pilz- und 50 µl 
Bakteriensuspension in die Vertiefungen weiterer Reihen pipettiert, je nach Experiment dabei 
entweder die Pilze oder die Bakterien in absteigender Verdünnung. Für die Versuchsreihe 
mit variierenden Candida- Konzentrationen wurden in die vierte Vertiefung 50 µl Candida- 
Suspension in einer Konzentration von 107 Zellen/ml zusammen mit 50 µl Lactobacilli- 
Suspension in einer Konzentration von 107 Zellen/ml gegeben, in die fünfte Vertiefung jeweils 
50 µl Candida- Suspension in einer Konzentration von 106 Zellen/ml mit 107 Lactobacilli/ml 
usw. Bei der Vorbereitung der Versuchsreihe mit absteigenden Lactobacillus- 
Konzentrationen wurde genauso verfahren  mit von 107 Zellen/ml absteigender Lactobacillus- 
Konzentration und der konstanten Candida- Konzentration von 106 Zellen/ml. Für 
Experimente mit variierender Inkubationsdauer wurden konstante Konzentrationen von 
Pilzen und Bakterien in Suspension auf verschiedene Platten pipettiert. Für die Experimente 
mit variierenden Pilz- oder Bakterienkonzentrationen wurden die Platten für 48 Stunden bei 
37°C mit 5% CO2 und 96% Sauerstoffsättigung inkubiert. Bei den Versuchen mit 
unterschiedlicher Inkubationsdauer wurden die Platten für 15 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 
2 Stunden, 4 Stunden, 8 Stunden, 12 Stunden und 24 Stunden inkubiert  sowie über 2-, 3-, 
4-, 5-, 6-, und 7 Tage. Alle Versuche erfolgten als Stimulationsansatz, das heißt Pilze und 
Bakterien wurden immer gleichzeitig in die Vertiefungen pipettiert. Die Versuche wurden 
immer als Doppel- oder Dreifachansatz angesetzt und mindestens dreimalig voneinander 
zeitlich unabhängig wiederholt. 
Zum entsprechenden Messzeitpunkt wurden die Vertiefungen dreifach im Washer mit PBS 
gewaschen. Anschließend wurden je Vertiefung 100 µl frisch aufgetautes XTT zugegeben. 
Die Platten wurden dann erneut bei 37°C, 5% CO2 und 96% Sauerstoffsättigung für eine 
Stunde inkubiert und daraufhin am ELISA- Reader die kolorimetrische Veränderung bei    
492 nm gemessen.  
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.3.1 Vorbereitung der RNA- Aufarbeitung 
Parallel zum XTT- Reduktions- Assay wurden Experimente für die spätere RNA- 
Aufarbeitung durchgeführt, die gleichzeitig auch für die phasenkontrastmikroskopische 
Untersuchung verwendet wurden. Die Pilze und Bakterien wurden auf die gleiche Weise 
vorbereitet wie für den XTT- Reduktions- Assay, so dass je nach Experiment entweder die 
Pilze oder die Bakterien in absteigender Konzentration vorlagen oder beide in gleicher 
Konzentration bei Experimenten mit variierender Inkubationsdauer. Es wurden für 
molekularbiologische Methoden die gleichen Ansätze von Monokulturen und Ko- 
Kultivierungen wie für den XTT- Reduktions- Assay durchgeführt, im Unterschied zu 
letzterem aber in 6 well- Platten. Je Vertiefung wurden 2 ml Suspension eingesetzt. Als 
Kontrolle dienten eine Vertiefung mit 2 ml RPMI, eine weitere mit je 1 ml RPMI und 1 ml Pilz- 
Suspension sowie eine dritte mit jeweils 1 ml RPMI und 1 ml Bakterien- Suspension. Für die 
Ko- Kultivierung wurden in weiteren Vertiefungen jeweils 1 ml Pilz- Suspension und 1 ml 
Bakterien- Suspension in entsprechenden Konzentrationen eingesetzt. Auch hier wurden je 
nach Experiment konstante Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml mit Lactobacilli in 
Konzentrationen von 107 Zellen/ml absteigend bis 101 Zellen/ml versetzt, konstante 
Lactobacillus- Konzentrationen von 107 Zellen/ml mit Pilzen in Konzentrationen von 107 
Zellen/ml absteigend bis 101 Zellen/ml versetzt oder, für die Beobachtung des zeitlichen 
Verlaufs, konstante Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml mit Lactobacillus- 
Konzentrationen von 107 Zellen/ml versetzt.  
Nach der entsprechenden Inkubationsdauer wie auch für den XTT- Reduktions- Assay wurde 
der Überstand aus den Vertiefungen mit der Pipette abgezogen. Zu den Biofilmen am Boden 
der Vertiefungen wurde dann 1 ml RLT- Puffer gegeben und die Platte für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Biofilme wurden dann mit dem Zellschaber gelöst und die 
Pilze in RLT- Puffer sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Aufarbeitung der 
RNA wurde die Lösung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.3.2 Isolierung totaler RNA aus C. albicans  
Die Isolierung der Gesamt- RNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit dem Qiagen 
RNeasy Mini Kit mit mechanischem Aufschluss der Zellwand und zusätzlichem DNAse- 
Verdau, um die Abwesenheit genomischer DNA zu gewährleisten.  
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Von 1 ml der Biofilme in RLT- Puffer wurden 600 µl zur Aufarbeitung der RNA 
weiterverwendet. Das Volumen wurde in Röhrchen mit Glass beads pipettiert und im 
Precellys 24- Homogenisator für zwei Zyklen zu jeweils 20 s geschüttelt, um mit Hilfe der 
Glass beads die Zellwand aufzulösen. Das Lysat von ca. 350 µl wurde in ein neues 
Röhrchen überführt und mit 350 µl 70% Ethanol versetzt. Das gesamte Volumen wurde auf 
eine Säule pipettiert, 15 s bei 10.000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. 
Danach wurden 350 µl RW1- Puffer auf die Säule gegeben und zum Waschen erneut 15 s 
bei 10.000 U/min zentrifugiert. Dann wurden 10 µl DNAse frisch mit 70 µl RDD- Puffer 
gemischt und das Volumen von 80 µl auf die Säule gegeben. Zum Verdau der DNA wurde 
die Säule 15 min mit der DNAse inkubiert. Danach wurden zum Abwaschen der DNAse 
wieder 350 µl RW1- Puffer auf die Säule gegeben und 10 s bei 10.000 U/min zentrifugiert. 
Der Durchfluss wurde verworfen, darauf zum Waschen 500 µl RPE- Puffer auf die Säule 
gegeben und 15 s bei 10.000 U/min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, die Säule 
darauf auf ein neues 2 ml Röhrchen überführt und 1 min bei 14.000 U zentrifugiert, um die 
Membran zu trocknen. Zuletzt wurde die Säule auf ein 1,5 ml Tube überführt, 50 µl RNAse 
freies Wasser auf die Membran gegeben, 1 min inkubiert und anschließend 1 min bei 
10.000/min U zentrifugiert, um die RNA im Wasser zu eluieren. Ein Teil der so erhaltenen 
RNA wurde sofort in cDNA umgeschrieben, die Lagerung der restlichen RNA erfolgte bis zur 
weiteren Verwendung bei -80°C. 
 
2.2.3.3 Umschreibung der mRNA in cDNA 
Die reverse Transkription erfolgte nach dem System von Invitrogen. 
Es wurde ein Mastermix erstellt mit je Probe 10 µl 5x Puffer, 5 µl dNTP 5 mM (Desoxy- 
Nucleotidtriphosphate) , 1 µl Oligo-dt Primer, 5 µl DTT (Dithiotreithol), 8 µl RNAse- freies 
Wasser, 0,3 µl RNAse- Inhibitor und 1 µl Reverse Transkriptase. Jeweils 30 µl wurden mit  
20 µl RNA für 1 Stunde bei 37°C inkubiert und die erhaltene cDNA für die spätere 
Verwendung im Kühlschrank gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -80°C.  
 
2.2.3.4 Nachweis der Abwesenheit genomischer DNA 
Der Nachweis der Abwesenheit genomischer DNA in RNA und cDNA erfolgte nach der 
Methode von Maneu et al. mit dem Primer Efb1 (Maneu et al., 2000). Efb1 ist ein Intron- 
übergreifender Primer, dadurch entstehen bei der PCR mit DNA und cDNA Produkte mit 
unterschiedlich langen Fragmenten. Die Fragmente genomischer DNA sind 606 Basenpaare 
lang, die der cDNA 242 Basenpaare. Bei der parallelen PCR von genomischer DNA aus 
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                   DNA         cDNA         RNA 
Blastosporen, mit zusätzlichem DNAse- Verdau aufgearbeiteter RNA und daraus 
hergestellter cDNA zeigte sich das dementsprechende Bild in der Gelelektrophorese (siehe 
Abbildung 3).  
                   
 
         500kb 
 
 
2.2.3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion wurde zur Amplifikation spezifischer DNA- Fragmente 
angewendet. Der Reaktionsansatz einer PCR setzte sich je Probe wie folgt zusammen: 
10x Puffer 2,5 µl 
MgCl2 (25 mM) 0,5 µl 
dNTP (5 mM) 2,0 µl 
H2O 16,25 µl 
Primer- for 0,5 µl 
Primer- rev 0,5 µl 
taq- Polymerase 0,25 µl 
 
Für eine Standard- PCR wurden je Probe 20 µl Reaktionsansatz und 2 µl cDNA eingesetzt. 
Die PCR erfolgte im Thermocycler nach folgendem Ablauf, wobei die Temperatur und die 
Zeit den spezifischen Anforderungen der Primer und des PCR- Fragments angepasst 
wurden: 
Denaturierung 2 min 95 °C 
Denaturierung 30 s 95 °C 
Annealing 30-45 s 56-59 °C 
Elongation 60-90 s 72 °C 
Auffüllen 10 min 72 °C 
Lagerung ∞ 4 °C 
35 Zyklen 
Abb. 3: Gelelektrophorese der Amplifikate mit Efb-1, Nachweis der Abwesenheit genomischer DNA in 
cDNA und RNA. 
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Die spezifischen Anforderungen der Primer waren im Einzelnen: 
SAP 2, SAP 5 und SAP 7: 30 s Annealing bei 57 °C. SAP 6: 30 s Annealing bei 59 °C.     
SAP 9: 30 s Annealing bei 56 °C. Elongation bei allen SAP Genen 60 s bei 72 °C. Als 3: 45 s 
Annealing bei 57 °C, 90 s Elongation bei 72 °C. Bcr 1: 45 s Annealing bei 58 °C, 90 s 
Elongation bei 72 °C. Hwp 1: 45 s Annealing bei 59 °C, 90 s Elongation bei 72 °C. 
 
2.2.3.6 Gelelektrophorese 
Für die Gelelektrophorese wurde je nach Fragmentlänge des PCR- Produkts ein 1,5- 
prozentiges oder 3- prozentiges Agarosegel verwendet. Das höherprozentige Gel wurde für 
die Auftrennung kurzer Fragmente eingesetzt (Bcr 1 und Hwp 1). Hierfür wurden 6 bzw. 12 g 
Agarose in 400 ml 1x TBE- Puffer gegeben und vermischt. Die Lösung wurde in der 
Mikrowelle mehrmals aufgekocht und anschließend für die Anfärbung der cDNA mit 5  l 
Ethidiumbromid versetzt. Für die Auftrennung der Amplifikate wurden die Gele auf Gelträger 
mit eingesetzten Kämmen gegossen. Nach dem Aushärten wurden 8 µl Amplifikat mit 3 µl 
Laufpuffer gemischt und in einer Gelelektrophoresekammer aufgetragen. Die Auftrennung 
erfolgte in 1x TBE- Puffer bei 135-175 V. Als Größenstandard diente die GeneRuler 100-bp- 
Leiter. Die Banden wurden unter UV- Licht bei 600 nm unter der Gel Logic Kamera oder im 
Lumi- Imager sichtbar gemacht. 
 
2.2.3.7 Quantitative real time- PCR (qRT- PCR) 
Die qRT- PCR für die quantitative Bestimmung der Expression spezifischer Gene erfolgte mit 
Hilfe des TaqMan® Gene Expression Master Mix im Roche LightCycler 480 unter 
Verwendung spezifischer Sonden (s. Tabelle 5). Für die qRT- PCR wurden die Primer und 
die Sonden auf eine molare Konzentration von 100 µM (100 pmol/µl) in Aqua dest. eingestellt 
und vor der Reaktion jeweils im Verhältnis 1:10 verdünnt. Der Reaktionsansatz einer qRT- 
PCR setzte sich je Probe wie folgt zusammen: 
GeneExpression Master Mix 12,5 µl 
Primer- for 1 µl 
Primer- rev 1 µl 
Sonde 1 µl 
Aqua dest. 7,5 µl 
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Für die qRT- PCR wurden je Probe 23 µl Reaktionsansatz und 2 µl cDNA eingesetzt. Die 
qRT- PCR erfolgte im LightCycler 480 nach folgendem Ablauf mit Messung der Fluoreszenz 
nach jedem Zyklus: 
Denaturierung 10 min 95 °C 
Denaturierung 15 s 95 °C 
Annealing 60 s 60 °C 
Abkühlen 5 min 40 °C 
 
Die Quantifizierung der untersuchten Gene von C. albicans erfolgte als relative 
Quantifizierung. Das heißt, die Expression der Zielgene wurde im Verhältnis zur Expression 
eines konstitutiv exprimierten Genes berechnet. Als solche wurden Act 1 und Cef 3 
verwendet (sog. Housekeeping- Gene), die im Gegensatz zu den zu untersuchenden Genen 
unabhängig von äußeren Faktoren auf einem festen Niveau exprimiert und nicht reguliert 
werden. Die Anzahl der vorliegenden Kopien dieser Gene sind damit lediglich abhängig von 
der Zellzahl. Die relative Expression der untersuchten Gene wurde dann im Verhältnis zur 
Expression der Housekeeping- Gene bestimmt. Die Berechnung der relativen Expression der 
untersuchten Gene erfolgte durch die LightCycler 480 Software. Es wurde die Ratio 
Zielgen/Referenzgen nach der Formel berechnet: 
 
                            
mit                                     
und    E = Efficiency 
 
Cp (Crossing Point) bezeichnet den Punkt, an dem das Signal der durch die Sonden 
markierten DNA stärker ist als die Hintergrundfluoreszenz. An diesem Punkt ist das Signal 
der fluoreszenzmarkierten DNA erstmalig messbar. Der Crossing Point wird ausgedrückt als 
Anzahl der PCR- Zyklen, nach denen das Signal der DNA erscheint. Er ist damit abhängig 
von der Ausgangsmenge an DNA: Je weniger DNA in der Probe vorhanden ist, desto mehr 
Zyklen sind nötig, bis ein Signal messbar ist. 
Der LightCycler 480 berechnete die relative Expression der Gene mit einer Effizienz von 2. 
 
50 Zyklen 
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Für die Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Lactobacillus- Spezies auf die 
Expression bestimmter Gene von C. albicans wurde die Expression dieser Gene in der        
C. albicans- Monokultur mit der Expression in der Ko- Kultivierung mit den Lactobacilli 
verglichen. 
Die qRT- PCR wurde zu ausgewählten Experimenten einmalig zum weiteren Verständnis der 
Interaktion von Lactobacilli und C. albicans durchgeführt.  
 
2.2.4 Phasenkontrastmikroskopie 
Zur Beurteilung des Einflusses der Lactobacilli auf die Morphologie der durch C. albicans 
gebildeten Biofilme wurde Phasenkontrastmikroskopie eingesetzt. Nach der entsprechenden 
Inkubationsdauer wurden die Biofilme in den 6 well- Platten unter dem Mikroskop bei 100- 
und 200- facher Vergrößerung beurteilt und fotografiert. 
 
2.2.5 Statistische Methoden 
Alle Daten des XTT- Reduktions- Assays sind als Mittelwerte angegeben. Unterschiede 
zwischen C. albicans- Monokultur und Ko- Kultivierung mit den Lactobacillus- Stämmen 
wurden mit Hilfe des student t- Tests auf ihre Signifikanz untersucht. Hier wurden P- Werte   
≤ 0,05 als signifikant betrachtet.  
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3. Ergebnisse 
Die Untersuchungen zum Einfluss von Lactobacillus-Spezies auf die Biofilmbildung durch 
Candida albicans wurden an zwei verschiedenen C. albicans- Stämmen durchgeführt: zum 
einen der invasive Stamm SC 5314, zum anderen der apathogene Stamm ATCC 10231.  
Hierfür wurden die phänotypische Beurteilung der durch C. albicans gebildeten Biofilme, der 
XTT- Reduktions- Assay, der die metabolische Aktivität der Pilzzellen zeigt, sowie 
molekularbiologische Untersuchungen durchgeführt. Für letztere erfolgte zunächst die 
qualitative PCR ausgewählter Gene von C. albicans, deren Einfluss auf die Pathogenität, 
Biofilmbildung oder Hyphenbildung bekannt ist. Anschließend wurde auch die quantitative 
Expression dieser und weiterer Gene untersucht. 
 
3.1 Phänotypische Veränderungen 
Der Einfluss von Lactobacillus- Spezies auf die Morphologie der durch C. albicans gebildeten 
Biofilme wurde auf 6- well- Platten im Phasenkontrastmikroskop beurteilt. Es zeigten sich 
Unterschiede des Wachstums sowohl zwischen den C. albicans- Stämmen als auch in der 
Auswirkung der Anwesenheit der verschiedenen Lactobacillus- Stämme. 
 
3.1.1 Unterschiede zwischen den C. albicans- Stämmen 
Der invasive Stamm SC 5314 und der nicht- invasive Stamm ATCC 10231 unterschieden 
sich in ihrem Wachstum deutlich. Der SC- Stamm bildete bereits nach 24 Stunden bei einer 
Ausgangskonzentration von 106 Zellen/ml einen dichten Biofilm und es zeigte sich eine 
ausgeprägte Hyphenbildung. Einzelne Zellen waren nicht erkennbar. Die Zellen das ATCC- 
Stammes erschienen dagegen zum gleichen Zeitpunkt und bei gleicher 
Ausgangskonzentration zwar adhärent, bildeten aber keinen dichten Zellverband. Es lagen 
Kolonien knospender Zellen ohne erkennbare Hyphen vor (Abbildung 4). Nach 48 Stunden 
zeigte sich bei beiden Stämmen bei den eingesetzten Konzentrationen von 106 Zellen/ml ein 
dichter Biofilm auf dem Boden der Vertiefungen. Während beim ATCC- Stamm noch die 
Strukturen der einzelnen Zellen sowie verzweigter Hyphen größtenteils erkennbar waren, 
waren im Biofilm des SC- Stammes im Phasenkontrastmikroskop aufgrund der Dichte des 
Netzwerks keine einzelnen Zellen optisch zu unterscheiden. Dieses Bild blieb im Verlauf 
über sieben Tage gleich, zu jedem Zeitpunkt erschien der Biofilm des SC- Stammes dabei 
dichter als der des ATCC- Stammes. Bei beiden Stämmen wurde der Biofilm nach fünf 
Tagen wieder weniger dicht. 
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Abb. 4: C. albicans ATCC 10231 (links) und C. albicans SC 5314 (rechts) nach 24 h 
Inkubationsdauer, Candida- Ausgangskonzentration 10
6
 Zellen/ml. 
 
In Abhängigkeit von den eingesetzten Ausgangskonzentrationen zeigte sich nach 48 
Stunden Inkubationszeit des SC- Stammes bei Konzentrationen von 106 und 107 Zellen/ml 
ein dichter Biofilm ohne erkennbare Details der einzelnen Zellen. Bei 105 Zellen/ml waren 
einzelne verzweigte, lange Hyphen in einem dichten Netzwerk aus planktonischen Zellen 
und Hyphen erkennbar. Je niedriger die eingesetzte Konzentration von C. albicans SC 5314 
bei 105 Zellen/ml und weniger, desto dichtere Gruppen von Zellen mit davon ausgehenden 
Hyphen waren erkennbar und umso größer waren gleichzeitig die zellfreien Areale zwischen 
den Zellnestern am Boden der Vertiefungen. Während bei 105 Zellen/ml in jeden 
Bildausschnitt Ansammlungen von Zellen zu sehen waren, zeigten sich ab 104 Zellen/ml und 
niedrigeren Konzentrationen auch Bildausschnitte mit ausschließlich Hyphen. Bei 102 und 
101 Zellen/ml waren zellfreie Areale erkennbar und die Hyphen kürzer als bei höheren 
Konzentrationen; zudem erschienen hier viele Zellgruppen weniger fest anhaftend.  
C. albicans ATCC 10231 dagegen bildete nur bei einer Ausgangskonzentration von 107 
Zellen/ml nach 48 Stunden einen dichten Biofilm, der den Boden der Vertiefung vollständig 
bedeckte. Bei 106 Zellen/ml waren im Gegensatz zum SC- Stamm Gruppen von Zellen, 
verbunden durch Hyphen, zu erkennen. Der Boden wurde nicht vollständig durch den         
C. albicans- Biofilm bedeckt. Die Hyphen erschienen wesentlich kürzer als die des  SC- 
Stammes. Bei 105 Zellen/ml waren an verschieden Stellen eines Ansatzes und in 
unterschiedlichen Experimenten sowohl durch Hyphen in Kontakt stehende Zellnester als 
auch als auch Gruppen von teilweise knospenden Zellen ohne Hyphen zu sehen. Bei 
Konzentrationen von 104 bis 101 Zellen/ml waren die Unterschiede des ATCC- Stammes zum 
SC- Stamm noch deutlicher: Der ATCC- Stamm bildete lediglich Gruppen von Zellen, die in 
direktem Kontakt miteinander standen, aber keine Hyphen. Je geringer die Konzentration, 
desto kleiner waren die Zellgruppen. Es fanden sich bei diesen Konzentrationen zum Teil 
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relativ große und optisch dichte Zellgruppen neben einzelnen Pilzzellen und kleineren 
Gruppen von Zellen. 
 
3.1.2 Einfluss von Lactobacillus Spezies auf die Morphologie von C. albicans bei 
variierenden Candida- Konzentrationen 
Die Experimente zum Einfluss verschiedener Lactobacillus- Stämme auf die Biofilmbildung 
durch C. albicans nach 48 Stunden Inkubationszeit wurden in Abhängigkeit von der Candida- 
Konzentration und der Lactobacillus- Konzentration durchgeführt. Zudem wurde der zeitliche 
Verlauf der Ko- Kultivierung von C. albicans mit L. rhamnosus DSM 20021 untersucht.  
Bei den Untersuchungen zum Einfluss von Lactobacillus- Spezies auf die C. albicans- 
Morphologie bei variierenden Candida- Konzentrationen wurden konstante Lactobacillus- 
Konzentrationen von 107 Zellen/ml verwendet. C. albicans wurde in Konzentrationen von 107 
bis 101 Zellen/ml eingesetzt. L. johnsonii DSM 10533 verursachte einen besonders in der 
Zelldichte drastisch reduzierten C. albicans- Biofilm, während die beiden L. rhamnosus- 
Stämme eine verstärkte Hyphenbildung bewirkten. L. reuteri DSM 20016 dagegen zeigte 
keinen Einfluss auf die Morphologie der verwendeten C. albicans- Stämme. 
 
3.1.2.1 Einfluss von L. johnsonii DSM 10533 
Bei Candida- Konzentrationen von 107 Zellen/ml war kein morphologischer Unterschied des 
Biofilms von C. albicans ATCC 10231 in Monokultur im Vergleich mit der Ko- Kultivierung mit 
L. johnsonii DSM 10533 erkennbar. Bereits bei 106 Zellen/ml zeigte sich in Anwesenheit von 
L. johnsonii ein im Vergleich zur Kontrolle etwas weniger dichter Biofilm ohne wesentliche 
morphologische Unterschiede. Ab Candida- Konzentrationen von 105 Zellen/ml und niedriger 
wurden drastische phänotypische Veränderungen des Biofilms in der Ko- Kultivierung mit     
L. johnsonii deutlich. Die Pilzzellen erschienen stark filamentös und es waren wesentlich 
weniger Zellgruppen vorhanden. Der Biofilm stellte sich bei Konzentrationen von 105 
Zellen/ml optisch vielmehr als ein loses Netzwerk dünner, verflochtener Hyphen dar, 
wogegen bei der Kontrolle deutlich Gruppen dicht beieinanderliegender Pilzzellen erkennbar 
waren, teilweise mit Hyphenbildung, teilweise lediglich knospend. Die Biofilm- Dichte wurde 
damit durch die Anwesenheit der Lactobacilli enorm reduziert. Bei allen niedrigeren Candida- 
Konzentrationen der Ko- Kultivierung mit L. johnsonii als 105 Zellen/ml fanden sich zwar wie 
bei der Kontrolle Gruppen von Zellen, diese allerdings in geringerer Anzahl, mit größeren 
Abständen zwischen den einzelnen Zellnestern und aus wesentlich weniger Zellen 
bestehend. Die Zellnester bestanden zum überwiegenden Anteil aus filamentösen Pilzzellen, 
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bei der Kontrolle dagegen vor allem aus dicht zusammenliegenden knospenden Zellen. Auch 
hier waren in der Ko- Kultivierung die Zellgruppen in ihrer Dichte sehr stark reduziert. Je 
niedriger die Candida- Ausgangskonzentration war, desto geringer war auch die Anzahl von 
Zellen in den Zellgruppen, wobei bei der Ko- Kultivierung auch zwischen den gruppierten 
Pilzzellen viele Lactobacilli zu erkennen waren und die Hyphen teilweise spiralig erschienen, 
was bei der Kontrolle nicht der Fall war. Abbildung 5 zeigt die beschriebenen Veränderungen 
der Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 mit L. johnsonii DSM 10533. 
 (a) 
 (b) 
 (c)  
 (d) 
Abb. 5: C. albicans ATCC 10231 in Monokultur (links) und in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 
10533 (rechts). Candida- Ausgangskonzentration (a) 10
2
 Zellen/ml, (b) 10
3
 Zellen/ml, (c) 10
4
 Zellen/ml, 
(d) 10
5
 Zellen/ml. 
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Der im Vergleich zum ATCC- Stamm wesentlich dichtere Biofilm von C. albicans SC 5314 
zeigte bei Candida- Konzentrationen von 107 Zellen/ml ebenfalls keine deutlichen 
phänotypischen Veränderungen in Anwesenheit von L. johnsonii DSM 10533. Bei 106 
Zellen/ml erschien der Biofilm in der Ko- Kultivierung schon deutlich weniger dicht als in 
Monokultur. Auch bei ursprünglichen 105 Zellen/ml zeigte sich sowohl bei der Kontrolle als 
auch bei der Ko- Kultvierung ein die gesamte Vertiefung überspannendes Netzwerk von 
Pilzzellen und Hyphen, welches bei der Kontrolle wiederum deutlich dichter erschien. Bei 
Candida- Konzentrationen von 104 Zellen/ml und weniger waren die Unterschiede wesentlich 
ausgeprägter. Während bei der Kontrolle bei diesen Konzentrationen das Bild von dicht 
gruppierten Candida- Zellen dominiert wurde, die über davon ausgehende Hyphen in 
Verbindung standen, war die Morphologie in Anwesenheit der Lactobacilli dramatisch 
verändert. In der Präsenz von L. johnsonii gab es keine Gruppen von Pilzzellen, vielmehr 
bestand das Bild ausschließlich aus filamentösen Zellen, die ein loses Netzwerk zu bilden 
schienen. C. albicans SC 5314 in Monokultur bedeckte bei ursprünglich 104 und 103 
Zellen/ml die gesamte Vertiefung, in Anwesenheit der Bakterien dagegen war der Biofilm 
stark ausgedünnt mit großen pilzfreien Arealen zwischen den einzelnen Zellen. Optisch 
undurchdringliche Zellnester wie bei der Kontrolle gab es in der Ko- Kultivierung nicht. 
Während die Hefezellen in Monokultur bei 103 bis 101 Zellen/ml dichte Nester und davon 
ausgehende Hyphen bildeten, deren Anzahl umso geringer war, je niedriger die 
Ausgangskonzentration gewählt wurde, existierte diese Morphologie in der Ko- Kultivierung 
nicht. Hier gab es, je niedriger die Candida- Ausgangskonzentration war, umso kleinere 
Gruppierungen der fadenförmigen Zellen, aber keine optisch undurchdringlichen Zellnester. 
In Anwesenheit von L. johnsonii DSM 10533 waren die Pilze nicht mehr in der Lage, dichte 
Zellgruppen zu bilden – bei 102 und 101 Zellen/ml gab es nur noch vereinzelte 
Gruppierungen weniger Zellen. Bei allen Candida- Konzentrationen von 104 bis 101 Zellen/ml 
hatten die Pilzzellen in Ko- Kultivierung kaum noch morphologische Gemeinsamkeiten mit 
der Monokultur. Die beschriebenen phänotypischen Veränderungen von C. albicans SC 
5314 durch die Präsenz von L. johnsonii DSM 10533 sind in Abbildung 6 zu sehen. 
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 (a) 
 (b) 
 (c) 
 (d) 
Abb. 6: C. albicans SC 5314 in Monokultur (links) und in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 10533 
(rechts). Candida- Ausgangskonzentration (a) 10
1
 Zellen/ml, (b) 10
2
 Zellen/ml, (c) 10
3
 Zellen/ml,       
(d) 10
4
 Zellen/ml. 
 
3.1.2.2 Einfluss von L. rhamnosus DSM 20021 und klinisches Isolat 
Die Auswirkungen der beiden L. rhamnosus- Stämme auf die Biofilmbildung von C. albicans 
waren weniger stark ausgeprägt als die von L. johnsonii DSM 10533. Hinsichtlich des 
Einflusses auf die Morphologie des C. albicans- Biofilmes verhielten sich L. rhamnosus DSM 
20021 und das Isolat aus dem Vaginalabstrich einer Patientin des Universitätsklinikums 
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Magdeburg identisch, so dass die weiteren Ausführungen sich auf beide eingesetzten          
L. rhamnosus- Stämme beziehen. 
Auf das optische Bild von C. albicans ATCC 10231 nach 48 Stunden Inkubationszeit hatten 
die beiden L. rhamnosus- Stämme bei Candida- Ausgangskonzentrationen von 107 und 106 
Zellen/ml keinen erkennbaren Einfluss. Während in der C. albicans- Monokultur bei 
ursprünglichen 105 Zellen/ml das Bild von knospenden Zellen der Pilze geprägt war, die in 
dieser Gestalt den Großteil der Vertiefung bedeckten, dominierte in Anwesenheit von           
L. rhamnosus ein relativ dichter Candida- Biofilm, in dem deutlich einzelne Gruppen von 
Pilzzellen  erkennbar waren, die über davon ausgehende Hyphen in Kontakt standen und die 
Vertiefung fast vollständig bedeckten. Diese phänotypische Gestalt der Pilze war teils auch 
in der Monokultur erkennbar, in der Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus aber ausgeprägter. 
Bei niedrigeren Ausgangskonzentrationen wurde der Einfluss von L. rhamnosus deutlicher. 
Im Gegensatz zur Monokultur, in der bei Konzentrationen von 104 bis 101 Zellen/ml die 
Candida- Zellen größtenteils als Gruppen knospender Zellen vorlagen oder teilweise als 
adhärente Blastosporen, bildeten die Pilze in der Präsenz von L. rhamnosus bei diesen 
Konzentrationen wesentlich dichtere Zellnester, von denen aus sich zu allen Seiten Hyphen 
erstreckten. In diesen Nestern waren im Gegensatz zur Kontrolle keine einzelnen Zellen zu 
erkennen. In der Monokultur waren die Zellgruppen zudem deutlich kleiner und bestanden 
aus weniger Zellen als in der Ko- Kultivierung. Während bei niedrigen Candida- 
Konzentrationen (unter 105 Zellen/ml) der Ko- Kultivierung nach 48 Stunden die Anzahl der 
Zellnester umso geringer war, je niedriger die Ausgangskonzentration gewählt wurde, nahm 
sowohl die Dichte als auch die Größe der einzelnen Zellnester mit abnehmender 
Konzentration zu. Das heißt, bei ursprünglichen Candida- Konzentrationen von 103 Zellen/ml 
waren die Zellnester in der Ko- Kultivierung größer und dichter als bei 104 Zellen/ml, bei 102 
und 101 Zellen/ml wiederum größer als bei 103 Zellen/ml. Das gleiche Verhältnis zeigte sich 
auch bezüglich der Länge der von diesen Zellgruppen ausgehenden Hyphen. Insgesamt 
zeigte sich hier also ein die Hyphenbildung fördernder Einfluss von L. rhamnosus. Abbildung 
7 zeigt die beschriebenen morphologischen Veränderungen von C. albicans ATCC 10231 
durch die Präsenz der verwendeten L. rhamnosus- Stämme. 
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 (a) 
 (b) 
 (c) 
 (d) 
Abb. 7: C. albicans ATCC 10231 in Monokultur (links) und in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus 
(rechts). Candida- Ausgangskonzentration (a) 10
2
 Zellen/ml, (b) 10
3
 Zellen/ml, (c) 10
4
 Zellen/ml,       
(d) 10
5
 Zellen/ml. 
 
Auf den invasiveren C. albicans- Stamm SC 5314 zeigte L. rhamnosus einen deutlich 
geringeren Einfluss hinsichtlich der Morphologie. Bei größeren Candida- 
Ausgangskonzentrationen als 104 Zellen/ml zeigte sich der dichte Biofilm in Anwesenheit der 
Lactobacilli optisch unverändert. Bei Konzentrationen von 104 Zellen/ml und niedriger zeigte 
sich die Form der Hyphen in der Ko- Kultivierung verändert (Abbildung 8). Im Vergleich zur 
Monokultur waren sie wesentlich stärker gekrümmt, die von den Zellgruppen ausgehenden 
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Hyphen hatten größtenteils eine eher geschlängelte Gestalt. Dies wurde bei niedrigeren 
Konzentrationen umso deutlicher. Auch erschienen bei dem SC- Stamm in Anwesenheit der 
Lactobacilli die Hyphen eher verkürzt. Bei diesen Konzentrationen war zudem der Biofilm der 
Ko- Kultivierung weniger dicht als in der Monokultur. Insgesamt waren die Unterschiede hier 
aber deutlich geringer ausgeprägt als bei C. albicans ATCC 10231.  
 (a) 
 (b) 
Abb. 8: Veränderung der Hyphen- Morphologie. C. albicans SC 5314 in Monokultur (links) und in Ko- 
Kultivierung mit L. rhamnosus (rechts). Candida- Ausgangskonzentration (a) 10
1
 Zellen/ml, (b) 10
3
 
Zellen/ml. 
 
3.1.3 Einfluss von Lactobacillus Spezies auf die Morphologie von C. albicans bei 
variierenden Lactobacillus- Konzentrationen 
Die Untersuchungen zum Einfluss der verschiedenen Lactobacilli auf die Biofilmbildung von 
C. albicans in Abhängigkeit von der Lactobacillus- Konzentration wurden bei konstanten 
Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml durchgeführt. Die Bakterien wurden hierzu im 
Konzentrationsbereich von 107 bis 101 Zellen/ml eingesetzt. Die Beurteilung der 
morphologischen Veränderungen erfolgte nach 48 h Inkubationszeit. 
Die Dichte des Biofilms von C. albicans ATCC 10231 wurde durch L. johnsonii DSM 10533 
bei Lactobacillus- Konzentrationen von 107 und 106 Zellen/ml verringert. Die Morphologie der 
Pilze zeigte sich dabei wenig verändert, es waren allerdings bei diesen Konzentrationen 
weniger Candida- Zellen je Bildausschnitt erkennbar als in der Monokultur und die 
Gruppierungen bestanden aus weniger Zellen (Abbildung 9a). Bei niedrigeren 
Bakterienkonzentrationen war kein Einfluss auf die Gestalt des Candida- Biofilms erkennbar. 
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Phänotypische Veränderungen des Biofilms von C. albicans ATCC 10231 durch die beiden 
L. rhamnosus- Stämme waren bei den eingesetzten Konzentrationen der Mikroorganismen 
nicht erkennbar, wie auch in der Ko- Kultivierung mit L. reuteri DSM 20016. 
Der hemmende Einfluss von L. johnsonii DSM 10533 wurde auch in Ko- Kultivierung mit dem 
C.albicans- Stamm SC 5314 deutlich. Hier wurde ebenso wie bei dem ATCC- Stamm die 
Dichte des Candida- Biofilms durch die Lactobacilli bei Konzentrationen von 107 und 106 
Zellen/ml verringert, dies allerdings weniger ausgeprägt als bei dem ATCC- Stamm 
(Abbildung 9b). Bei niedrigeren Lactobacillus- Konzentrationen zeigte sich der Biofilm 
unverändert. 
Sowohl L. rhamnosus als auch L. reuteri hatten keinen phasenkontrastmikroskopisch 
erkennbaren Einfluss auf den Biofilm von C. albicans SC 5314 im Bereich der eingesetzten 
Lactobacillus- und der Candida- Konzentrationen. 
 
 (a) 
 (b) 
Abb. 9: (a) C. albicans ATCC 10231 in Monokultur (links) und in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 
10533 (rechts), Lactobacillus- Ausgangskonzentration 10
7
 Zellen/ml. (b) C. albicans SC 5314 in 
Monokultur (links) und in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 10533 (rechts), Lactobacillus- 
Ausgangskonzentration 10
6
 Zellen/ml. 
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3.1.4 Zeitlicher Verlauf der Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 und SC 5314 
mit L. rhamnosus DSM 20021 
Die Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 mit L. rhamnosus DSM 20021 wurde zum 
einen im Verlauf der ersten 24 Stunden beurteilt, zum anderen über sieben Tage. Die 
Messzeitpunkte waren dabei nach 15- und 30 Minuten und nach 1-, 2-, 4-, 8-, 12- und 24 
Stunden sowie jeweils nach 24 Stunden über sieben Tage. Es zeigte sich hierbei eine im 
Vergleich zur Kontrolle deutlich früher einsetzende Knospung und Hyphenbildung von          
C. albicans ATCC 10231 in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus. 
Innerhalb der ersten vier Stunden der Ko- Kultivierung gab es im phasenkontrast- 
mikroskopischen Bild keinen Unterschied in der Morphologie von C. albicans ATCC 10231 in 
Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus und in Monokultur. Unter beiden Bedingungen lagen die 
Pilze in den ersten 30 Minuten in Form von teilweise adhärenten Blastosporen vor. Dies 
sowohl als einzelne Zellen als auch in kleinen Zellgruppen. Eine Stunde nach 
Inkubationsbeginn waren einige knospende Zellen zu sehen. Nach 2 Stunden 
Inkubationsdauer lagen die meisten Candida- Zellen in knospender Form vor, unabhängig 
von der Anwesenheit der Lactobacilli. Dieses morphologische Bild zeigte sich auch nach 4 
Stunden, jetzt allerdings mit längeren Ausläufern der Pilzzellen. Auch zu diesem Zeitpunkt 
fand sich kein Einfluss der Bakterien auf die optische Gestalt der Pilze (Abbildung 10a). Mit 
zunehmender Inkubationsdauer wurden die Gruppen der Pilzzellen größer. Nach 4 Stunden 
waren kaum noch einzelne Candida- Zellen vorhanden. 
8 Stunden nach Inkubationsbeginn zeigte sich die Morphologie der Pilze in Monokultur bis 
auf eine weitere Zunahme der Zellzahl unverändert gegenüber 4 Stunden. In der Ko- 
Kultivierung mit L. rhamnosus dagegen gab es deutliche Unterschiede. Hier bildeten die 
Pilze bereits filamentöse Strukturen aus, es lag ein über weite Strecken verflochtenes 
Netzwerk aus knospenden und hyphenartigen Zellen vor. An vielen Stellen der Vertiefung 
waren durch Überlagerungen im Gegensatz zur Monokultur keine einzelnen Zellen mehr 
erkennbar. Teilweise war hier in einem Bildausschnitt die komplette Vertiefung mit 
verflochtenen Pilzzellen bedeckt (Abbildung 10b). In der Monokultur dagegen gab es zu 
diesem Zeitpunkt nur kurze knospende Ausläufer der Candida- Zellen. 
Nach 12 Stunden war die Morphologie von C. albicans in Monokultur weiterhin unverändert, 
bei gleicher Gestalt der Zellen erfolgte lediglich eine weitere Zunahme ihrer Anzahl und die 
Bildung größerer Gruppierungen, allerdings ohne ausgeprägte Hyphenbildung. In der Ko- 
Kultivierung hingegen hatten die Hyphen im Vergleich zum vorherigen Zeitpunkt an Länge 
zugenommen, hier existierten unterschiedlich große Gruppen von Hefezellen, die durch 
Hyphen in Verbindung standen. Nach 12 Stunden hatte auch die Dichte des Netzwerks aus 
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Pilzzellen weiter zugenommen. Dieser Biofilm bestand bereits aus mehreren Schichten der 
Candida- Zellen, während die knospenden Zellen der Monokultur nur eine Zelllage bildeten 
(Abbildung 10c). 
24 Stunden nach Inkubationsbeginn bestand der Biofilm von C. albicans ATCC 10231 in 
Monokultur weiterhin aus einer einzigen Zellschicht, in der die Anzahl der Pilzzellen weiter 
zugenommen hatte. Hier waren jetzt keine einzelnen Zellgruppen mehr zu erkennen, 
vielmehr war ein Großteil der Vertiefung von einem Netzwerk knospender Pilzzellen 
überzogen. Es gab auch zu diesem Zeitpunkt noch keine ausgeprägte Hyphenbildung. Das 
phänotypische Bild der Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus präsentierte sich auch hier als ein 
mehrere Schichten dicker Biofilm mit sich überlagernden Hyphen. Im Gegensatz zur 
Monokultur war in mehreren Bildausschnitten der Boden der Vertiefung komplett durch die 
Pilze bedeckt. Die Morphologie von C. albicans unter beiden Bedingungen stimmte nach 24 
Stunden mit dem Bild nach 12 Stunden weitestgehend überein, es war dazu weiteres 
Wachstum der Hyphen erfolgt und der Biofilm hatte an Dichte deutlich zugenommen 
(Abbildung 10d). 
Nach 48 Stunden hatte die Monokultur an Wachstum aufgeholt. Zu diesem Zeitpunkt 
existierte auch hier ein mehrschichtiger Biofilm, zwischen dem kaum noch der Boden der 
Vertiefung zu sehen war. Einzelne Zellen waren kaum zu erkennen, es lag ein dichter 
Verband aus Pilzzellen und Hyphen vor, ohne dass sich einzelne Elemente des Candida- 
Biofilms differenziert darstellten. Es waren keine wesentlichen Unterschiede mehr 
hinsichtlich der Dichte des Biofilms oder seiner Morphologie im Vergleich zur Ko- 
Kultivierung mit L. rhamnosus DSM 20021 wie zu den vorherigen Untersuchungszeitpunkten 
erkennbar (Abbildung 10e).  
Nach 3 Tagen Inkubationszeit war unter beiden Bedingungen keine weitere phänotypische 
Veränderung des Candida- Biofilms feststellbar. Sowohl mit als auch ohne Anwesenheit von 
L. rhamnosus existierte ein dichtes Netzwerk aus Hyphen und Zellen. Dies galt 
weitestgehend auch für das Bild nach 4 Tagen. Der Biofilm der Ko- Kultivierung hatte hier 
aber an vielen Stellen an Dichte wieder abgenommen, es waren jetzt vermehrt einzelne 
Hyphen erkennbar, während in der Monokultur kaum einzelne Zellstrukturen differenziert 
erkennbar waren. Auch für die Inkubationsdauer von 5 Tagen traf diese Beobachtung im 
Wesentlichen zu. Zu diesem Zeitpunkt war der Biofilm unter beiden Bedingungen aber weiter 
von geringerer Dichte, dies in der Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus deutlicher als in 
Monokultur. In der Ko- Kultivierung gab es hinsichtlich der bedeckten Fläche weniger 
Candida- Zellgruppen, zwischen denen sich vermehrt Hyphen befanden. Nach 6 und 7 
Tagen Inkubationsdauer gab es keine weiteren Änderungen der Morphologie der 
beobachteten Biofilme.  
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 (a)  (b)  (c) 
 
  
 (d)  (e) 
Abb. 10: Zeitlicher Verlauf der Biofilmbildung von C. albicans ATCC 10231 in Monokultur (jeweils 
oben) und in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus DSM 20021 (jeweils unten). (a) nach 4 h, (b) nach 8 h, 
(c) nach 12 h, (d) nach 24 h, (e) nach 48 h. Candida- Ausgangskonzentration 10
6
 Zellen/ml, 
Lactobacillus- Ausgangskonzentration 10
7
 Zellen/ml. 
 
Vergleichend erfolgte einmalig die Ko- Kultivierung von C. albicans SC 5314 mit                   
L. rhamnosus DSM 20021 über 7 Tage mit Beurteilungszeitpunkten jeweils nach 24 
Stunden. Veränderungen des Candida- Biofilms im zeitlichen Verlauf waren nach 48 
Stunden Inkubationsdauer erkennbar. Hier erfolgte im Vergleich zum Bild nach 24 Stunden, 
wo vermehrt einzelne Hyphen erkennbar waren, eine Zunahme der Biofilm- Dichte. Nach 48 
Stunden waren fast keine differenzierten Strukturen zu sehen, sondern lediglich ein 
weitestgehend homogen- dichter Biofilm. Dieser wurde nach 5 Tagen wieder etwas 
ausgedünnter und zeigte dann bis zum 7. Beobachtungstag eine gleichbleibende Dichte.  
Ein ausgeprägter Einfluss von L. rhamnosus auf die Morphologie des C. albicans SC 5314- 
Biofilms wurde zu keinem Zeitpunkt deutlich.  
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3.2 XTT- Reduktions- Assay 
Um die Veränderungen der metabolischen Aktivität von C. albicans in Ko- Kultivierung mit 
den verschiedenen Lactobacillus- Stämmen zu beurteilen, wurde der XTT- Reduktions- 
Assay nach der Methode von Ramage et al. verwendet (Ramage et al., 2001). Wie auch bei 
der Phasenkontrastmikroskopie erfolgten Untersuchungen zur Abhängigkeit der 
metabolischen Aktivität von C. albicans von der Candida- Konzentration, von der 
Lactobacillus- Konzentration und von der Inkubationsdauer.  
In Vorversuchen wurden zunächst verschiedene 96- well- Zellkulturplatten auf Adhäsion 
durch C. albicans ATCC 10231 und dessen Aktivität im XTT- Reduktions- Assay nach 48 h 
getestet. Hierbei zeigte sich die stärkste Adhäsion der Pilze bzw. die stärkste Umsetzung 
des XTT auf den flat bottom- Platten (Firma Becton Dickinson), so dass diese für die 
weiteren Versuche verwendet wurden.  
 
3.2.1 Verhalten der C. albicans- Stämme im XTT- Reduktions- Assay 
Die beiden eingesetzten C. albicans- Stämme zeigten deutliche Unterschiede in der 
metabolischen Aktivität. In Abbildung 11 sind die unterschiedlichen Extinktionen der beiden 
Stämme im XTT- Reduktions- Assay nach 48 h Inkubationsdauer bei verschiedenen 
Candida- Konzentrationen dargestellt. Der invasive Stamm SC 5314 hatte bei allen 
untersuchten Ausgangskonzentrationen eine höhere Aktivität als der apathogene Stamm 
ATCC 10231. Die Differenz war umso größer, je niedriger die ursprüngliche Konzentration 
der Pilze war. Bei Konzentrationen von 103 Zellen/ml und niedriger zeigte der ATCC- Stamm 
nach dem Waschen praktisch keine metabolische Aktivität mehr, während der SC- Stamm 
auch bei ursprünglich 102 Zellen/ml noch aktiver war als der ATCC- Stamm bei allen 
Konzentrationen. Bei beiden Stämmen nahm die Aktivität im XTT- Reduktions- Assay nach 
48 h mit steigender Ausgangskonzentration zu. Ein Maximum zeigte sich für C. albicans 
ATCC 10231 bei Ausgangskonzentrationen von 106 Zellen/ml, für C. albicans SC 5314 
dagegen bei 105 Zellen/ml. Bei höheren Konzentrationen war die metabolische Aktivität 
beider Stämme wieder geringer, d.h. die höchste eingesetzte Candida- 
Ausgangskonzentration von 107 Zellen/ml hatte nach 48 h nicht die größte metabolische 
Aktivität.  
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Abb. 11: Metabolische Aktivität von C. albicans ATCC 10231 und C. albicans SC 5314 im XTT- 
Reduktions- Assay nach 48 h. 
 
3.2.2 Einfluss von Lactobacillus- Spezies auf die metabolische Aktivität von                
C. albicans bei variierenden Candida- Konzentrationen 
Es wurde der Einfluss von L. johnsonii DSM 10533, L. reuteri DSM 20016, L. rhamnosus 
DSM 20021 sowie dem klinischen L. rhamnosus- Isolat auf die metabolische Aktivität von    
C. albicans ATCC 10231 und C. albicans SC 5314 nach 48 h Inkubationsdauer untersucht. 
Die eingesetzte Lactobacillus- Konzentration betrug konstant 107 Zellen/ml.  
Hier zeigte sich, dass alle verwendeten Lactobacillus- Stämme die metabolische Aktivität von 
C. albicans SC 5314 bei niedrigeren Candida- Konzentrationen als 107 Zellen/ml reduzierten, 
bei 107 Zellen/ml aber erhöhten. Der Einfluss auf C. albicans ATCC 10231 war dagegen 
inhomogener, bei den meisten Candida- Konzentrationen zeigten alle verwendeten 
Lactobacillus- Stämme keinen hemmenden Einfluss auf die metabolische Aktivität der Pilze.  
 
3.2.2.1 Einfluss von L. johnsonii DSM 10533 
Der Einfluss von L. johnsonii DSM 10533 auf die metabolische Aktivität von C. albicans 
ATCC 10231 war abhängig von der Candida- Konzentration sowohl hemmend bei 
Konzentrationen von 106 und 105 Zellen/ml, als auch eher fördernd bei 107 Zellen/ml und im 
Bereich von 104 bis 101 Zellen/ml. Die stärkste Hemmung der metabolischen Aktivität erfolgte 
bei Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml, hier lag sie in Anwesenheit der Lactobacilli 
bei durchschnittlich 59% der Monokultur- Aktivität. Bei 105 Zellen/ml wurde die Candida- 
Aktivität auf ca. 79% reduziert. In beiden Fällen war die Hemmung statistisch signifikant. 
Dagegen zeigte sich bei 107 Zellen/ml eine Aktivitätssteigerung auf fast 165% im Vergleich 
zur Monokultur, bei 104 Zellen/ml betrug die Candida- Aktivität 123%. Bei niedrigeren 
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Konzentrationen der Pilze zeigte sich zwar eine gewisse Steigerung der Aktivität durch          
L. johnsonii, allerdings zeigte C.albicans ATCC 10231 sowohl mit als auch ohne 
Anwesenheit der Bakterien in diesem Konzentrationsbereich kaum Aktivität im XTT- 
Reduktions- Assay.  
In Ko- Kultivierung mit C. albicans SC 5314 wurde dessen metabolische Aktivität nur bei 107 
Zellen/ml gesteigert (auf 148% im Vergleich zur Monokultur). Bei allen anderen Candida- 
Konzentrationen zeigte sich ein deutlich hemmender Einfluss von L. johnsonii DSM 10533, 
im gesamten Konzentrationsbereich von 105 – 101 Zellen/ml wurde die Candida- Aktivität auf 
unter 50% reduziert, bei 106 Zellen/ml auf 59%. Für 106 bis 102 Candida- Zellen/ml war die 
Hemmung statistisch signifikant. Die stärkste Reduktion erfolgte bei 102 Zellen/ml, wo die 
Pilze in der Ko- Kultivierung weniger als 21% der Aktivität der Monokultur besaßen. Im 
Vergleich der Extinktionen bei verschiedenen Konzentrationen in der Ko- Kultivierung mit     
L. johnsonii zeigte sich, dass hier die höchste Aktivität bei Candida- Konzentrationen von 107 
Zellen/ml vorlag. Die Aktivität nahm mit sinkender Konzentration in der Ko- Kultivierung 
geradlinig ab, während das Maximum der Monokultur bei 105 Zellen/ml lag und bei von 
dieser Konzentration aus steigender oder sinkender Konzentration der Pilze stetig geringer 
wurde. Abbildung 12 zeigt den beschriebenen Einfluss von L. johnsonii DSM 10533 auf die 
beiden C. albicans- Stämme.  
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 (b) 
Abb. 12: XTT- Reduktions- Assay (a) C. albicans ATCC 10231, (b) C. albicans SC 5314. Vergleich 
Monokultur und Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 10533. 
 
3.2.2.2 Einfluss von L. rhamnosus DSM 20021 und klinisches Isolat 
Je nach verwendetem Candida- Stamm war auch der Einfluss der beiden L. rhamnosus- 
Stämme unterschiedlich. Während das klinische L. rhamnosus- Isolat keine Hemmung von 
C. albicans ATCC 10231 bewirkte, konnte L. rhamnosus DSM 20021 dessen Aktivität bei 
Candida- Konzentrationen von 106 und 104 Zellen/ml auf unter 79% im Vergleich zur 
Monokultur hemmen (Abbildung 13a). Statistisch signifikant war diese Hemmung nur bei 106 
Zellen/ml. Bei 107 Zellen/ml wurde die Aktivität leicht erhöht (auf 120% der C. albicans- 
Monokultur), bei 105 Zellen/ml fand sich kein Einfluss von L. rhamnosus DSM 20021.Bei 
weniger als 104 Zellen/ml, wo in der Monokultur fast keine XTT- Umsetzung erfolgte, war in 
der Ko- Kultivierung mit beiden L. rhamnosus- Stämmen eine deutliche Steigerung der 
metabolischen Aktivität - auf bis über 300% - zu beobachten. Bis auf Candida- 
Ausgangskonzentrationen von 106 Zellen/ml, wo kein Unterschied zwischen Monokultur und 
Ko- Kultivierung feststellbar war, steigerte der isolierte L. rhamnosus- Stamm die 
metabolische Aktivität von C. albicans ATCC 10231 im gesamten Konzentrationsbereich 
(Abbildung 13b). 
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(a)                                                                           (b) 
   
(c)                                                                                       (d) 
Abb. 13: XTT- Reduktions- Assay: C. albicans ATCC 10231 in Monokultur und in Ko- Kultivierung    
(a) mit L. rhamnosus DSM 20021, (b) mit klinischem L. rhamnosus- Isolat. C. albicans SC 5314 in 
Monokultur und in Ko- Kultivierung (c) mit L. rhamnosus DSM 20021, (d) mit klinischem L. rhamnosus- 
Isolat.  
 
Die metabolische Aktivität von C. albicans SC 5314 dagegen wurde durch beide                  
L. rhamnosus- Stämme im Candida- Konzentrationsbereich von 106 bis 101 Zellen/ml 
verringert. Bei 107 Zellen/ml erfuhr die Candida- Aktivität durch L. rhamnosus DSM 20021 
eine Verstärkung auf 118% der Monokultur, in der Präsenz des klinischen L. rhamnosus- 
Isolates zeigte sich keine wesentliche Veränderung. Von 106 bis 102 Zellen/ml wurde die 
Aktivität der Pilze mit abnehmender Candida- Konzentration durch L. rhamnosus DSM 20021 
immer stärker reduziert: Bei 106 Zellen/ml betrug die Aktivität der Ko- Kultivierung 87% der 
Monokultur, bei 104 und 103 Zellen/ml weniger als 80%, bei 102 Zellen/ml fand sich die 
stärkste Hemmung mit 44% der Monokultur- Aktivität (Abbildung 13c). Signifikant war die 
Hemmung für 104 und 102 Zellen/ml. Der zweite L. rhamnosus- Stamm zeigte ähnliche 
Auswirkungen. Hier wurde die metabolische Aktivität von C. albicans bei Candida- 
Konzentrationen von 106 bis 101 Zellen/ml umso stärker reduziert, je niedriger die 
Konzentration der Pilze war. Bei 106 Zellen/ml lag die Aktivität bei 86% der Monokultur, bei 
105 und 104 Zellen/ml unter 80%, bei 101 Zellen/ml nur noch bei 34% (Abbildung 13d). Die 
Hemmung war bei 103 und 102 Candida- Zellen/ml statistisch signifikant. 
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3.2.2.3 Einfluss von L. reuteri DSM 20016 
L. reuteri DSM 20016 hatte auf die beiden C. albicans- Stämme einen unterschiedlichen 
Einfluss. In Ko- Kultivierung mit C. albicans ATCC 10231 konnte keine Hemmung der 
metabolischen Aktivität der Pilze gezeigt werden. Es bestand vielmehr im gesamten 
Candida- Konzentrationsbereich eine Steigerung der metabolischen Aktivität. Bei Candida- 
Konzentrationen von 107 bis 104 Zellen/ml wurde die Aktivität  auf bis über 190% der 
Monokultur erhöht, wobei bei 106 Candida- Zellen/ml nur eine sehr moderate Erhöhung auf 
109% erfolgte. In Ko- Kultivierung von niedrigeren Candida- Konzentrationen als 104 
Zellen/ml mit L. reuteri, wo in der Candida- Monokultur keine wesentliche Aktivität der Pilze 
im XTT- Reduktions- Assay nachweisbar war, konnte in der Ko- Kultivierung eine deutlich 
erhöhte metabolische Aktivität festgestellt werden.  
C. albicans SC 5314 wurde dagegen in Konzentrationen von 106 bis 102 Zellen/ml durch die 
Anwesenheit von L. reuteri DSM 20016 in der metabolischen Aktivität gehemmt, jeweils auf 
unter 90%. Ein Zusammenhang zwischen Candida- Konzentration und Ausmaß der 
Hemmung bestand dabei nicht. Die stärkste Reduktion der Candida- Aktivität erfolgte bei 
Konzentrationen von 106 Zellen/ml auf 75%, bei 104 Zellen/ml auf 77% und bei 102 Zellen/ml 
auf 72% der Monokultur. Statistisch signifikant war die Hemmung für 106 und 104 Zellen/ml. 
Bei 107 und 101 Zellen/ml der Pilze erfolgte eine Verstärkung der metabolischen Aktivität in 
der Ko- Kultivierung mit L. reuteri. 
Unter der Beobachtung allerdings, dass L. reuteri DSM 20016 im Gegensatz zu den übrigen 
verwendeten Lactobacillus- Stämmen und entgegen den Hersteller- Angaben eine eigene 
Aktivität im XTT- Reduktions- Assay besaß, zeigte sich ein anderes Bild. Unter 
Berücksichtigung der erhöhten XTT- Reduktions- Werte durch L. reuteri verringerten die 
Lactobacilli bei C. albicans ATCC 10231- Konzentrationen von 107 und 106 Zellen/ml die 
Aktivität der Pilze leicht und erhöhten sie bei 105 und 104 Zellen/ml nur auf bis zu 129% der 
Monokultur. Diese Änderungen waren statistisch nicht signifikant. Abzüglich der L. reuteri- 
Aktivität war bei 103 bis 101 Zellen/ml auch in der Ko- Kultivierung keine wesentliche 
metabolische Aktivität von C. albicans ATCC 10231 zu erkennen. 
Unter diesem Aspekt war die Reduktion der Aktivität von C. albicans SC 5314 deutlich 
ausgeprägter. Die metabolische Aktivität des SC- Stammes wurde so bei Candida- 
Konzentrationen von 107 bis 103 Zellen/ml in der Ko- Kultivierung mit L. reuteri DSM 2016 auf 
Werte zwischen 60% und 80% der Monokultur reduziert, bei 102 Zellen/ml auf unter 50%. 
Diese Veränderungen waren für Candida- Konzentrationen von 106, 105, 104 und 102 
Zellen/ml auch statistisch signifikant. Abbildung 14 verdeutlicht die Reduktion der 
metabolischen Aktivität von C. albicans SC 5314 in Ko- Kultivierung mit L. reuteri DSM 
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20016 mit und ohne Berücksichtigung eigener metabolischer Aktivität von L. reuteri im XTT- 
Reduktions- Assay. 
 
   
(a)           (b) 
Abb. 14: XTT- Reduktions- Assay: C. albicans SC 5314 in Ko- Kultivierung mit L. reuteri DSM 20016. 
(a) ohne Berücksichtigung eigener L. reuteri- Aktivität, (b) mit Einbeziehung von L. reuteri- Aktivität. 
 
 
3.2.3 Einfluss von Lactobacillus- Spezies auf die metabolische Aktivität von                 
C. albicans bei variierenden Lactobacillus- Konzentrationen 
Es wurden die gleichen C. albicans- und Lactobacillus- Stämme verwendet wie bei den 
Versuchen zur Abhängigkeit der metabolischen Aktivität von C. albicans von der Candida- 
Konzentration. In dieser Versuchsreihe wurden konstante C. albicans- Konzentrationen von 
106 Zellen/ml verwendet. 
Es zeigte sich, dass der Einfluss der Lactobacilli auf die metabolische Aktivität von              
C. albicans sowohl fördernd als auch hemmend sein kann, abhängig sowohl von der 
Konzentration der Bakterien als auch von den eingesetzten Stämmen der Mikroorganismen.  
  
3.2.3.1 Einfluss variierender Konzentrationen von L. johnsonii DSM 10533 
Am stärksten und über den größten Konzentrationsbereich konnte L. johnsonii DSM 10533 
die C. albicans- Aktivität hemmen. Dieser hemmende Einfluss zeigte sich bei beiden 
verwendeten C. albicans- Stämmen. In der Ko- Kultivierung von L. johnsonii DSM 10533 mit 
C. albicans ATCC 10231 konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration 
der Lactobacilli und der Hemmung der Pilz- Aktivität gezeigt werden. Je größer die 
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Lactobacillus- Konzentration, desto stärker war die Hemmung der metabolischen Aktivität 
von C. albicans ATCC 10321. So reduzierte die höchste eingesetzte Lactobacillus- 
Konzentration von 107 Zellen/ml die Candida- Aktivität signifikant auf fast 48% der 
Monokultur. Bei 106 Bakterien- Zellen/ml wurde die metabolische Aktivität der Pilze ebenfalls 
statistisch signifikant auf weniger als 55% gesenkt. Mit weiterer Verdünnung der Bakterien 
wurde die Hemmung von C. albicans ATCC 10231 geringer, bei der niedrigsten 
Lactobacillus- Konzentration von 101 Zellen/ml gab es keinen Unterschied mehr zwischen 
Monokultur und Ko- Kultivierung hinsichtlich der Candida- Aktivität (Abbildung 15a). Die 
Hemmung der Pilze durch L. johnsonii in Konzentrationen von 105 bis 102 Zellen/ml war 
statistisch nicht mehr signifikant.  
Eine Reduktion der metabolischen Aktivität von C. albicans SC 5314 war dagegen nur in 
einem eingeschränkteren Bereich der Lactobacillus- Konzentrationen möglich. Lediglich in 
Konzentrationen von 107 und 106 Zellen/ml konnte L. johnsonii DSM 10533 die Aktivität von 
C. albicans SC 5314 hemmen; dies in geringerem Ausmaß als die Hemmung von                 
C. albicans ATCC 10231. Die metabolische Aktivität der Pilze betrug in Ko- Kultivierung mit 
107 Lactobacillus- Zellen/ml 61% der Monokultur, mit 106 Lactobacillus- Zellen/ml 75%.  Die 
Hemmung war nur für 107 Lactobacilli/ml statistisch signifikant. Bei 105 Zellen/ml zeigte sich 
keine Veränderung durch L. johnsonii, bei niedrigeren Lactobacillus- Konzentrationen wurde 
die Candida- Aktivität auf bis über 120% gesteigert. Im Bereich der Lactobacillus- 
Konzentrationen von 107 bis 103 Zellen/ml gab es mit fallender Bakterienkonzentration eine 
Zunahme der metabolischen Aktivität der Pilze, bei 102 und 101 Lactobacillus- Zellen/ml 
wurde sie wieder geringer (Abbildung 15b).  
 
 
(a)              (b) 
Abb. 15: XTT- Reduktions- Assay: C. albicans in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 10533, 
variierende Lactobacillus- Konzentrationen. (a) C. albicans ATCC 10231, (b) C. albicans SC 5314. 
Ganz linker Balken jeweils C. albicans- Monokultur. 
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3.2.3.2 Einfluss variierender Konzentrationen von L. rhamnosus DSM 20021 und 
klinisches Isolat 
Hinsichtlich des Einflusses von L. rhamnosus auf die metabolische Aktivität von C. albicans 
bei variierenden Lactobacillus- Konzentrationen zeigten sich Unterschiede sowohl zwischen 
den Lactobacillus- Stämmen als auch zwischen den Candida- Stämmen. Bei den 
verwendeten konstanten Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml hatte der klinische      
L. rhamnosus- Stamm keinen signifikant hemmenden Einfluss auf die Aktivität von              
C. albicans ATCC 10231. Die Candida- Aktivität der Ko- Kultivierung betrug zwischen 92% 
und 105% der Monokultur, ohne dass eine Abhängigkeit von der Lactobacillus- 
Konzentration festzustellen war.   
L. rhamnosus DSM 20021 dagegen bewirkte konzentrationsabhängig eine ausgeprägte 
Reduktion der metabolischen Aktivität von C. albicans ATCC 10231 (Abbildung 16a). Bei der 
höchsten eingesetzten Lactobacillus- Konzentration von 107 Zellen/ml wurde die Aktivität der 
Pilze in der Ko- Kultivierung auf 49% gegenüber der Monokultur reduziert. Mit sinkender 
Konzentration von L. rhamnosus DSM 20021 war auch dessen hemmender Einfluss 
geringer. Sowohl bei 106 als auch bei 105 Zellen/ml der Bakterien betrug die Candida- 
Aktivität weniger als 70%, bei 104 Zellen/ml noch weniger als 80%. In diesem Candida- 
Konzentrationsbereich, von 107 bis 104 Zellen/ml, war die Reduktion der metabolischen 
Aktivität der Pilze statistisch signifikant. Bei allen niedrigeren Lactobacillus- Konzentrationen 
lag die Aktivität der Pilze in Ko- Kultivierung noch unter 90%. Dabei war die Reduktion der 
metabolischen Aktivität von C. albicans ATCC 10231 bei 102 Lactobacillus- Zellen/ml mit 
89% am geringsten.  
Das klinische L. rhamnosus- Isolat hatte auch auf C. albicans SC 5314 in keiner 
Konzentration einen hemmenden Einfluss. Vielmehr erfolgte bei allen Lactobacillus- 
Konzentrationen von 106 bis 101 Zellen/ml eine Verstärkung der metabolischen Candida- 
Aktivität. Während bei der höchsten Bakterienkonzentration von 107 Zellen/ml die Candida- 
Aktivität der Ko- Kultivierung sich nicht von der Monokultur unterschied, wurde bei allen 
anderen Konzentrationen der Lactobacilli die Aktivität von C. albicans SC 5314 auf über 
120% gesteigert. Die höchste Aktivität hatten die Pilze in der Ko- Kultivierung mit dem          
L. rhamnosus- Isolat in einer Konzentration von 102 Zellen/ml, wo ihre Aktivität auf über 
133% gesteigert wurde (Abbildung 16b).  
L. rhamnosus DSM 20021 konnte nur in einer Konzentration von 107 Zellen/ml die 
metabolische Aktivität von C. albicans SC 5314 hemmen. Hier erfolgte eine Reduktion auf 
80% der Aktivität der Monokultur, die statistisch allerdings nicht signifikant war. Bei allen 
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anderen Lactobacillus- Konzentrationen fand sich weder ein hemmender noch ein fördernder 
Einfluss auf die Aktivität dieses C. albicans- Stammes.  
 
 
(a)            (b) 
Abb. 16: XTT- Reduktions- Assay: C. albicans in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus, variierende 
Lactobacillus- Konzentrationen. (a) C. albicans ATCC 10231 und L. rhamnosus DSM 20021,             
(b) C. albicans SC 5314 und klinisches L. rhamnosus- Isolat. Linker Balken jeweils C. albicans- 
Monokultur. 
 
3.2.3.3 Einfluss variierender Konzentrationen von L. reuteri DSM 20016 
L. reuteri DSM 20016 zeigte keinen deutlich hemmenden Einfluss auf die Aktivität von          
C. albicans ATCC 10231 in der Ko- Kultivierung. Die metabolische Aktivität von C. albicans 
ATCC 10231 wurde bei 107 Lactobacillus- Zellen/ml leicht erhöht auf 113% der Monokultur, 
bei allen anderen Konzentrationen der Bakterien erfolgte eine geringe, nicht signifikante 
Reduktion der Candida- Aktivität, am stärksten bei 104 Zellen/ml auf 93%. Es war keine 
Abhängigkeit der metabolischen Aktivität von C. albicans ATCC 10231 von der L. reuteri- 
Konzentration in der Ko- Kultivierung nachweisbar. 
Der Einfluss von L. reuteri DSM 20016 auf C. albicans SC 5314 war  gegenteilig zum 
Verhalten gegenüber C. albicans ATCC 10231. Hier wurde die Candida- Aktivität bei 
Lactobacillus- Konzentrationen von 107 Zellen/ml leicht reduziert auf 94% der Monokultur, bei 
niedrigeren Konzentrationen der Lactobacilli erhöhte sich die C. albicans- Aktivität. Am 
stärksten wurde die Aktivität in Ko- Kultivierung mit L. reuteri in einer Konzentration von     
103 Zellen/ml erhöht, sie betrug 124% der Monokultur. Mit geringeren Lactobacillus- 
Konzentrationen war auch die Verstärkung der Candida- Aktivität wieder geringer. 
Auch in dieser Versuchsreihe zeigte sich unter der Feststellung, dass L. reuteri DSM 20016 
eine eigene Aktivität im XTT- Reduktions- Assay aufwies, ein anderer Einfluss auf               
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C. albicans. Bei den verwendeten Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml bewirkte      
L. reuteri, unter Berücksichtigung der metabolischen Aktivität dieses Stammes, in einer 
Konzentration von 107 Lactobacillus- Zellen/ml in der Ko- Kultivierung mit C. albicans ATCC 
10231 eine Reduktion der Candida- Aktivität auf 66% der Monokultur, in Ko- Kultivierung mit 
C. albicans SC 5314 auf 60% der Monokultur. Für die anderen eingesetzten Lactobacillus- 
Konzentrationen lässt sich hier keine Aussage treffen, da die XTT- Reduktion der Lactobacilli 
bei Bakterien- Konzentrationen von 107 Zellen/ml bestimmt wurde.  
 
3.2.3.4 Zeitlicher Verlauf der Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 mit             
L. rhamnosus DSM 20021 
Im zeitlichen Verlauf der Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 und L. rhamnosus 
DSM 20021 zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zum Verhalten der Candida- 
Monokultur innerhalb der ersten 24 h Inkubationszeit. Unter beiden Bedingungen nahm die 
Aktivität der Pilze über diesen Zeitraum kontinuierlich zu. Innerhalb der ersten 2 Stunden war 
die Candida- Aktivität in der Ko- Kultivierung etwas höher als in der Monokultur, wo sich erst 
nach 1 h ein Anstieg der Aktivität zeigte, in der Ko- Kultivierung dagegen bereits nach         
30 min. Lediglich nach 4 h und nach 8 h war die Aktivität der Monokultur höher, nach 12 und 
24 h wieder die der Ko- Kultivierung. Es gab also kein zeitabhängiges Abweichen der 
Candida- Aktivität im Vergleich beider Bedingungen in den ersten 24 h. 
Im weiteren Verlauf über 7 Tage konnten keine neuen Aspekte im Verhalten der 
metabolischen Aktivität von C. albicans ATCC 10231 in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus 
DSM 20021 und in Monokultur beleuchtet werden.  
 
3.3 Einfluss von Lactobacillus- Spezies auf die Genexpression von         
C. albicans 
Die Expression ausgewählter Gene von C. albicans in Ko- Kultivierung mit den 
verschiedenen Lactobacillus- Stämmen, die von Bedeutung hinsichtlich Pathogenität und 
Biofilmbildung der Pilze sind, wurde zunächst qualitativ mit PCR untersucht. Schon hier 
zeigte insbesondere L. johnsonii DSM 10533 einen hemmenden Einfluss auf die Expression 
bestimmter C. albicans- Gene. Um genauere Einblicke in die Veränderung der 
Genexpression von C. albicans durch die Lactobacilli zu erhalten, wurde einmalig die 
Quantifizierung von SAP 2, -5, -6 und -9 sowie Hwp 1, Als 3, Hyr 1 und Ume 6 mittels 
quantitativer real time- PCT (qRT- PCR) für ausgewählte Experimente durchgeführt. Als 
Referenzgene dienten Act 1 und Cef 3 (Naglik et al., 2008).  
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3.3.1 Austesten der Referenzgene 
In Vorversuchen an Blastosporen konnte gezeigt werden, dass die Expression sowohl von 
Act 1 als auch von Cef 3 im direkten Verhältnis zur Candida- Zellzahl steht. Es sollte 
überprüft werden, ob beide Gene als Housekeeping- Gene von C. albicans konstitutiv 
exprimiert werden, d.h. ihre Expression nicht reguliert wird. Aus Blastosporen in der am 
Zellzähler gemessenen Konzentration von 106, 105 und 104 Zellen/ml wurde die RNA isoliert 
und in der daraus erzeugten cDNA die Expression der genannten Gene bestimmt. Für beide 
Referenzgene nahm mit sinkender Candida- Konzentration der Cp- Wert in der 
Quantifizierung, der umso größer ist, je geringer die Anzahl der vorhandenen Kopien des 
untersuchten Gens ist, zu. Diese Zunahme erfolgte für beide Gene im gleichen Verhältnis. 
Damit zeigten sich Act 1 und Cef 3 als geeignete Housekeeping- Gene als Referenz für die 
zu untersuchenden Pathogenitäts- Gene.  
 
3.3.2 Einfluss von Lactobacillus Spezies auf die Genexpression von C. albicans bei 
variierenden Candida- Konzentrationen 
Der Einfluss der verwendeten Lactobacillus- Spezies auf die Expression der genannten 
Gene von C. albicans SC 5314 und ATCC 10231 wurde anhand ausgewählter Experimente 
untersucht. Die Analysen mit PCR und qRT- PCR wurden an cDNA von Candida- Biofilmen 
nach 48 h Inkubationszeit jeweils in Monokultur und in Ko- Kultivierung mit den 
verschiedenen Lactobacillus- Spezies durchgeführt. Hierbei war die eingesetzte 
Lactobacillus- Konzentration konstant 107 Zellen/ml, die Candida- Konzentration variierte von 
ursprünglich eingesetzten 107 bis 101 Zellen/ml. 
Hinsichtlich des Einflusses auf die Genexpression bestanden teils deutliche Unterschiede 
sowohl zwischen den Candida- als auch zwischen den Lactobacillus- Stämmen. Je nach 
untersuchten Mikroorganismen fanden sich hemmende und fördernde Einflüsse der 
verschiedenen Lactobacilli auf das Expressionsprofil von C. albicans. L. johnsonii DSM 
10533, der den stärksten Einfluss auf die Morphologie der Pilze besaß, hatte insgesamt auch 
den stärksten Einfluss auf die C. albicans- Genexpression unter den verwendeten 
Lactobacilli und konnte in Ko- Kultivierung mit dem SC- Stamm die Expression aller 
untersuchten SAP- Gene reduzieren. L. rhamnosus DSM 20021 bewirkte in Ko- Kultivierung 
mit dem ATCC- Stamm eine stark reduzierte Expression von Hwp 1, Hyr 1 und Ume 6.        
L. reuteri DSM 20016 hatte unter den untersuchten Lactobacillus- Stämmen den geringsten 
Einfluss auf die C. albicans- Genexpression, konnte aber in Ko- Kultivierung mit C. albicans 
SC 5314 die Expression der betrachteten SAP- Gene reduzieren. Die Veränderungen der 
Candida- Genexpression waren allerdings weniger deutlich als in der Ko- Kultivierung mit 
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den anderen beiden Lactobacillus- Stämmen. Die Analyse von SAP 7 und Bcr 1 zeigte sich 
bereits in der qualitativen PCR als nicht aussagekräftig, so dass hier auf weitere 
Untersuchungen verzichtet wurde.  
 
3.3.2.1 Einfluss von L. johnsonii DSM 10533 auf die Genexpression von C. albicans 
In Anwesenheit von L. johnsonii DSM 10533 wurde die Expression der untersuchten SAP- 
Gene durch C. albicans SC 5314 fast im gesamten Candida- Konzentrationsbereich 
reduziert. Dies konnte bereits in der zunächst durchgeführten qualitativen PCR gezeigt 
werden (Abbildung 17a). Hier waren für alle Candida- Konzentrationen die Banden von SAP 
2, 5 und 6 in der Ko- Kultivierung mit L. johnsonii im Vergleich zur Monokultur abgeschwächt, 
für SAP 9 bei Candida- Konzentrationen von 104 bis 101 Zellen/ml. In der quantitativen 
Bestimmung mit qRT- PCR war lediglich die SAP 9- Expression bei einer Candida- 
Konzentration von 107 Zellen/ml geringfügig erhöht. Von den untersuchten SAP- Genen 
wurde SAP 2 mit bis über 39- fach reduzierter Expression bei 103 Zellen/ml und über         
37- fach reduzierter Expression bei 104 Zellen/ml am stärksten gehemmt. Die Expression der 
an der Hyphenbildung beteiligten Gene SAP 5 und 6 wurde bis zu 29- fach (SAP 6 bei 106 
Zellen/ml) und bis über 21- fach (SAP 6 bei 104 Zellen/ml) bzw. über 26- fach (SAP 5 bei 106 
Zellen/ml) reduziert. Die SAP 9- Expression von C. albicans SC 5314 wurde im Vergleich 
dazu eher mäßig reduziert, bei 104 Zellen/ml mehr als 14- fach, bei allen anderen Candida- 
Konzentrationen bis maximal über 6- fach. Am stärksten wurden die untersuchten SAP- 
Gene durch L. johnsonii in ihrer Expression im mittleren Candida- Konzentrationsbereich von 
106 bis 103 Zellen/ml reduziert. Die beschriebenen Veränderungen der SAP- Expression 
zeigt Abbildung 17b links. 
Die untersuchten Pathogenitäts- Gene von C. albicans wurden dagegen durch L. johnsonii 
DSM 10533 in ihrer Expression zumeist gesteigert, wie für Hwp 1 und Als 3 bereits in der 
qualitativen PCR  erkennbar war (Abbildung 17a). Hier konnte für Hwp 1 bei Candida- 
Konzentrationen von 107 bis 103 Zellen/ml und für Als 3 bei 107, 105 und 104 Zellen/ml eine 
Verstärkung der Banden in der Ko- Kultivierung mit L. johnsonii gezeigt werden. In der 
quantitativen Bestimmung gab es die deutlichsten Steigerungen der Expression dieser Gene 
bei Candida- Konzentrationen von 107 Zellen/ml. In dieser Konzentration wurde die 
Expression von Hwp 1 durch Anwesenheit von L. johnsonii bis über 11- fach gesteigert, von 
Als 3 bis über 7- fach, von Hyr 1 mehr als 24- fach und Ume 6 bis über 27- fach. Hwp 1 und 
Als 3 wurden im gesamten- Candida- Konzentrationsbereich in der Ko- Kultivierung entweder 
gesteigert- oder unverändert exprimiert. Bei Konzentrationen von weniger als 107 Zellen/ml in 
der Ko- Kultivierung wurde Hwp 1 bis über 9- fach verstärkt exprimiert, Als 3 bis über 6- fach 
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(beide bei 106 Zellen/ml). Die Hyr 1- Expression wurde außer bei 105 Zellen/ml durch            
L. johnsonii ebenfalls leicht gesteigert (bis über 4- fach). Die Expression von Ume 6 war bei 
105 Zellen/ml in der Ko- Kultivierung etwas verringert (bis zu 4- fach), bei niedrigeren 
Candida- Konzentrationen eher unverändert. Diese Änderungen der Expression sind in 
Abbildung 17b rechts dargestellt. 
(a)  
  
(b)  
Abb. 17: Genexpression von C. albicans SC 5314 in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 10533.     
(a) PCR. Banden jeweils Monokultur und Ko- Kultivierung im Wechsel. (b) qRT-PCR. Veränderte 
Expression der Ko- Kultivierung im Verhältnis zur Monokultur. 
 
Auch in der Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 mit L. johnsonii DSM 10533 
zeigten sich bereits in der qualitativen PCR Unterschiede in der Expression der untersuchten 
Gene im Vergleich zur Monokultur, wie Abbildung 18a zeigt. Für SAP 5 fanden sich in der 
Ko- Kultivierung abgeschwächte Banden im Candida- Konzentrationsbereich von 106 bis 103 
Zellen/ml, ebenso für SAP 6 bei 106 bis 104 Zellen/ml. Die Banden von SAP 9 waren 
dagegen bei 105 und 104 Zellen/ml in der Ko- Kultivierung verstärkt. In der quantitativen 
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Bestimmung der SAP- Gene (Abbildung 18b links) zeigte sich die Expression von SAP 5 
durch L. johnsonii DSM 10533 fast im gesamten Candida- Konzentrationsbereich erheblich 
verringert, bei 104 Zellen/ml bis über 49- fach und bei 103 Zellen/ml bis über 70- fach. Auch 
bei 105 bis 107 Candida- Zellen/ml war die SAP 5- Expression deutlich erniedrigt ( zwischen 
14- und 20- fach ). Die SAP 2- und SAP 6- Expression war bei 105 Zellen/ml stärker 
verringert als bei anderen Konzentrationen (23- fach für SAP 2 bzw. 10- fach für SAP 6) und 
bei 106 Zellen/ml eher gesteigert. SAP 6 wurde zudem bei 104 und 103 Zellen/ml verringert 
exprimiert (bis über 5- fach), ansonsten waren beide Gene in der Ko- Kultivierung mit            
L. johnsonii in ihrer Aktivität wenig verändert. Die Expression von SAP 9 dagegen wurde vor 
allem bei Candida- Konzentrationen von 104 bis 102 Zellen/ml eher gesteigert, mehr als 13- 
fach bei 104 und 103 Zellen/ml.  
Von den Pathogenitäts- Genen der Pilze gab es in der Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 
10533 die deutlichsten Veränderungen in der Expression von Hyr 1. In Konzentrationen von 
105 bis 103 Zellen/ml wurde die Hyr 1- Expression von C. albicans ATCC 10231 dramatisch 
reduziert, bei 103 Zellen/ml bis über 45- fach und bei 104 Zellen/ml sogar bis über 98- fach. 
Bei den anderen Candida- Konzentrationen war die Expression dagegen kaum verändert. 
Hwp 1 wurde bei Candida- Konzentrationen von 106 Zellen/ml (bis über 14- fach) und 104 
Zellen/ml (bis über 8- fach) in der Ko- Kultivierung deutlich vermindert- und bei den anderen 
Konzentrationen kaum verändert exprimiert. Auch in der qualitativen PCR hatten sich zuvor 
abgeschwächte Banden der Ko- Kultivierung bei 106, 104 und 103 Zellen/ml feststellen 
lassen. Bei den Banden von Als 3 hatten sich hier kaum Unterschiede zur Monokultur 
gezeigt (Abb. 18a). In der qRT- PCR war die Als 3- Expression bei 106 Candida- Zellen/ml 
bis über 13- fach in der Ko- Kultivierung verringert, bei allen anderen Pilzkonzentrationen 
dagegen leicht gesteigert (bis über 5- fach bei 103 Zellen/ml). Ume 6 wurde in der Expression 
durch L. johnsonii eher gering beeinflusst und leicht vermindert exprimiert, am deutlichsten 
bei 104 Zellen/ml (bis über 7- fach gegenüber der Monokultur verringerte Expression). Die 
beschriebenen Veränderungen der Expression dieser Gene sind in Abbildung 18b rechts 
grafisch veranschaulicht. 
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(a)  
 
 
(b) 
Abb. 18: Genexpression von C. albicans ATCC 10231 in Ko- Kultivierung mit L. johnsonii DSM 10533. 
(a) PCR. Banden jeweils Monokultur und Ko- Kultivierung im Wechsel. (b) qRT-PCR. Veränderte 
Expression der Ko- Kultivierung im Verhältnis zur Monokultur. 
  
3.3.2.2 Einfluss von L. rhamnosus DSM 20021 auf die Genexpression von C. albicans 
Auch aus der Ko- Kultivierung von C. albicans SC 5314 mit L. rhamnosus DSM 20021 
wurden zunächst mehrere C. albicans- Gene mit qualitativer PCR untersucht (Abbildung 
19a). Hier zeigten sich abgeschwächte Banden von SAP 2 bei Candida- Konzentrationen 
von 106 bis 101 Zellen/ml in der Ko- Kultivierung. Verstärkte Banden unter dem Einfluss von              
L. rhamnosus waren für SAP 5 bei 106 und 105 Candida- Zellen/ml erkennbar, ebenso für 
SAP 6 bei 107 und 106 Zellen/ml. Im Bereich von 103 bis 101 Zellen/ml waren die Banden von 
SAP 6 in der Ko- Kultivierung dagegen schwächer als in der Monokultur. Für SAP 9 fanden 
sich verstärkte Banden bei 106 und 105 Zellen/ml. In der quantitativen Bestimmung der 
Genexpression mit qRT- PCR zeigte sich für alle untersuchen SAP- Gene in der Ko- 
Kultivierung mit L. rhamnosus DSM 20021 eine im Vergleich zur Monokultur verstärkte 
Expression durch C. albicans SC 5314 bei 107 Zellen/ml. SAP 2 wurde bei dieser Candida- 
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Konzentration bis über 11- fach verstärkt exprimiert, SAP 6 bis über 14- fach und SAP 9 bis 
über 9- fach. Die SAP 5- Expression war in der Ko- Kultivierung im gesamten C. albicans- 
Konzentrationsbereich kaum verändert. SAP 2 und SAP 6 wurden bei geringeren Candida- 
Konzentrationen als 106 Zellen/ml eher verringert exprimiert, beide am ausgeprägtesten bei 
103 Zellen/ml (SAP 2 bis über 9-fach und SAP 6 bis über 12-fach erniedrigt). Für SAP 9 fand 
sich keine deutliche Expressionsänderung in der Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus bei 
geringeren Candida- Konzentrationen als 107 Zellen/ml. Die Änderungen der SAP- 
Expression dieser Ko- Kultivierung zeigt Abbildung 19b links.  
Die Expression aller untersuchten Pathogenitäts- Gene von C. albicans SC 5314 wurde bei 
107 Pilzzellen/ml in der Ko- Kultivierung ebenfalls gesteigert: Hwp 1, Als 3 und Ume 6 bis 
über 5- fach, Hyr 1 bis über 7- fach. Hwp 1 und Als 3 wurden in der Ko- Kultivierung mit        
L. rhamnosus DSM 20021 bei 106 Zellen/ml ebenfalls verstärkt exprimiert (Hwp 1 bis über 
12- fach, Als 3 über 4- fach), bei niedrigeren Candida- Konzentrationen war kein Einfluss der 
Bakterien auf die Expression dieser Gene erkennbar. Bis auf eine Verstärkung bei 102 
Zellen/ml (über 6- fach) war die Hyr 1- Expression bei Candida- Konzentrationen von 
weniger als 107 Zellen/ml weitestgehend unverändert gegenüber der Monokultur. Ume 6 
wurde teilweise verringert exprimiert (mehr als 7- fach bei 105 und 104 Zellen/ml). Diese 
Veränderungen sind in Abbildung 19b rechts dargestellt. 
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(b) 
Abb. 19: Genexpression von C. albicans SC 5314 in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus DSM 20021. 
(a) PCR. Banden jeweils Monokultur und Ko- Kultivierung im Wechsel. (b) qRT-PCR. Veränderte 
Expression der Ko- Kultivierung im Verhältnis zur Monokultur. 
   
In der Ko- Kultivierung von C. albicans ATCC 10231 mit L. rhamnosus DSM 20021 wurde die 
SAP- Expression bei den meisten Candida- Konzentrationen und der Mehrheit der 
untersuchten Gene kaum beeinflusst (Abbildung 20 links). SAP 2 und SAP 6 verhielten sich 
ähnlich, beide Gene wurden bei niedrigeren Candida- Konzentrationen als 106 Zellen/ml eher 
verringert exprimiert, über 5- fach bei 105 und 102 Zellen/ml. Die Expression von SAP 9 
wurde in der Ko- Kultivierung im gesamten Candida- Konzentrationsbereich von 106 bis 102 
Zellen/ml gesteigert, am deutlichsten bei 104 Zellen/ml (bis über 26- fach) und bei 103 
Zellen/ml (bis über 41- fach). Es zeigte sich kein Einfluss von L. rhamnosus auf die SAP 5- 
Expression des ATCC- Stammes. 
Die Expression der untersuchten pathogenitätsassoziierten Gene von C. albicans ATCC 
10231 wurde fast im gesamten Candida- Konzentrationsbereich durch L. rhamnosus DSM 
20021 reduziert (Abbildung 20 rechts). Lediglich bei 107 Zellen/ml erfolgte für alle diese Gene 
in der Ko- Kultivierung eine eher verstärkte Expression, am deutlichsten von Hwp 1 mit über 
5- fach und Ume 6 mit über 6- fach erhöhter Expression. Die Expression von Hwp 1 und 
Ume 6 wurde bei allen geringeren Candida- Konzentrationen deutlich verringert;  Hwp 1 am 
stärksten bei 106 Zellen/ml (über 36- fach) und bei 104 Zellen/ml (über 27- fach). Die Ume 6- 
Expression wurde bei 102 Zellen/ml bis über 77- fach verringert und bei 103 Zellen/ml sogar 
bis über 149- fach. Als 3 wurde bei 106 Zellen/ml vermindert exprimiert (bis über 21- fach), 
bei 105 bis 101 Candida- Zellen/ml war die Expression in der Ko- Kultivierung kaum 
verändert. Für Hyr 1 zeigte sich eine Reduktion der Aktivität durch L. rhamnosus bei 105 bis 
101 Zellen/ml der Pilze: bis über 16- fach bei 104 und 103 Zellen/ml und bis über 23- fach bei 
101 Zellen/ml. Die beschriebenen Veränderungen sind in Abbildung 20 dargestellt. 
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Abb. 20: Genexpression von C. albicans ATCC 10231 in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus DSM 
20021, qRT-PCR. Veränderte Expression der Ko- Kultivierung im Verhältnis zur Monokultur. 
  
3.3.2.3 Einfluss von L. reuteri DSM 20016 auf die Genexpression von C. albicans 
L. reuteri DSM 20016 hatte von den untersuchten Lactobacillus- Stämmen den geringsten 
Einfluss auf die Genexpression der beiden C. albicans- Stämme.  Hinsichtlich der SAP- 
Expression von C. albicans SC 5314 zeigten sich nur vereinzelt Veränderungen in der Ko- 
Kultivierung (Abbildung 21 links). Die Expression von SAP 2 und SAP 6 wurde bei 107 
Zellen/ml gesteigert (bis über 7- fach) und bei 103 Zellen/ml reduziert, bei allen anderen 
Candida- Konzentrationen fand sich keine deutlich veränderte Expression. Auch die SAP 5- 
Expression wurde von der Ko- Kultivierung nicht beeinflusst. SAP 9 wurde in der Ko- 
Kultivierung mit L. reuteri bei Candida- Konzentrationen von 106 bis 103 Zellen/ml verringert 
exprimiert (bis über 11- fach bei 105 Zellen/ml).  
Die Expression der Pathogenitäts- Gene von C. albicans SC 5314 zeigte sich in der Ko- 
Kultivierung mit L. reuteri DSM 20016 sehr homogen (Abbildung 21 rechts). Alle 
untersuchten Gene wurden bei 107 Zellen/ml in der Expression leicht verstärkt (Ume 6 bis 
über 5- fach). Im Candida- Konzentrationsbereich von 106 bis 101 Zellen/ml fanden sich nur 
geringe Expressionsänderungen in der Ko- Kultivierung, allerdings wurden Hwp 1, Als 3,    
Hyr 1 und Ume 6 hier konstant reduziert exprimiert (bis 4- fach).  
Die Veränderungen der Genexpression von C. albicans SC 5314 in Ko- Kultivierung mit       
L. reuteri DSM 20016 sind in Abbildung 21 grafisch dargestellt. 
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Abb. 21: Genexpression von C. albicans SC 5314 in Ko- Kultivierung mit L. reuteri DSM 20016,    
qRT-PCR. Veränderte Expression der Ko- Kultivierung im Verhältnis zur Monokultur. 
 
  
Auch die SAP- Expression von C. albicans ATCC 10231 wurde durch L. reuteri DSM 20016 
wenig  beeinflusst. Bis auf geringe Schwankungen konnte keine regelhafte Veränderung der 
Expression von SAP 2, 5, 6 und 9 festgestellt werden.  
Ähnlich verhielt sich die Expression der weiteren Gene. Auf die Hwp 1- und Als 3- 
Expression hatte L. reuteri keinen Einfluss. Hyr 1 wurde bei 106 bis 101 Candida- Zellen/ml 
eher verringert exprimiert (bis über 13- fach). Ebenso wurde die Expression von Ume 6 eher 
reduziert (bis über 9- fach), bei den meisten Candida- Konzentrationen zeigten diese Gene 
aber ebenfalls keine deutlich veränderte Expression in der Ko- Kultivierung mit L. reuteri 
DSM 20016. 
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4. Diskussion 
 
Trotz aller Fortschritte in der Erforschung der Pathogenität von Candida albicans und der 
zugrunde liegenden Mechanismen ist der Hefepilz nach wie vor ein ernstzunehmendes 
Problem in der Klinik, besonders bei immunsupprimierten Patienten und in der 
Intensivmedizin. Hier sind Candida- Spezies an dritter Stelle der Ursachen für Infektionen 
des Blutkreislaufs zu finden, oft durch den Einsatz invasiver Maßnahmen bedingt und 
einhergehend mit der höchsten Mortalität aller Erreger (Peres-Bota et al., 2004; Wisplinghoff 
et al., 2004). Gerade ein geschwächtes Immunsystem, vor allem bei HIV- Patienten, 
prädisponiert zu lebensbedrohlichen Infektionen mit dem häufig als Kommensale ansässigen 
Keim C. albicans (Naglik et al., 2003; Ramage et al., 2009). Die Pathogenität des Pilzes ist 
dabei eng verbunden mit der Biofilmbildung, was die Therapie erheblich erschwert (Ramage 
et al., 2009). Die zu den Milchsäurebakterien gehörenden Lactobacilli sind in der Lage, das 
Wachstum vieler pathogener Keime zu hemmen (Reid & Burton, 2002), darunter auch        
C. albicans (Pascual et al., 2008; Verdenelli et al., 2009). Sie besitzen damit das Potential, 
bei Infektionen des Pilzes unterstützend sowohl therapeutisch als auch präventiv eingesetzt 
zu werden. 
In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb der Einfluss verschiedener Lactobacilli auf die 
Biofilmbildung als wesentlicher Pathogenitätsfaktor von C. albicans untersucht werden. 
Neben Morphologie und metabolischer Aktivität des Pilzes sollten auch die genetischen 
Hintergründe reduzierter Biofilmbildung durch die Lactobacilli beleuchtet werden. Dies 
erfolgte durch qualitative und anschließend quantitative Analyse der Expression 
ausgewählter Gene, deren Zusammenhang mit der Biofilmbildung und Pathogenität von       
C. albicans bekannt ist.  
 
4.1 Korrelation der Biofilmbildung von C. albicans ATCC 10231 und SC 
5314 mit der metabolischen Aktivität 
Zur semi- quantitativen Beurteilung der Biofilmbildung von C. albicans in- vitro wurde der 
XTT- Reduktions- Assay verwendet (Ramage et al., 2001). Die Aktivität der Pilze in dieser 
Methode korreliert linear mit der Zellzahl bzw. –dichte (Hawser, 1996; Ramage et al., 2001). 
Die Synthese von XTT und dessen Verwendung zur Bestimmung von metabolischer Aktivität 
wurde erstmals vor über 20 Jahren beschrieben (Scudiero et al., 1988) und erfuhr seitdem 
immer größere Verwendung in der Forschung. Der XTT- Reduktions- Assay ist eine 
zuverlässige und inzwischen oft verwendete Methode für Untersuchungen eines Stammes 
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und besser reproduzierbar als andere Techniken. Im Vergleich zwischen unterschiedlichen 
Stämmen und Spezies ist allerdings Vorsicht geboten, da verschiedene Stämme 
unterschiedlich große Kapazitäten zur Metabolisierung von XTT besitzen (Kuhn et al., 2003; 
Mukherjee et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte der Zusammenhang zwischen 
Biofilm- Dichte und metabolischer Aktivität bestätigt werden: Optisch dichtere Biofilme 
zeigten auch eine höhere metabolische Aktivität. Der Stamm C. albicans ATCC 10231 hatte 
nach 48 h die höchste metabolische Aktivität bei Ausgangskonzentrationen von 106 
Zellen/ml, der Stamm SC 5314 bei 105 Zellen/ml. Unterhalb dieser Konzentrationen nahm die 
Aktivität entsprechend der Ausgangskonzentration kontinuierlich ab. Die Beobachtung, dass 
bei einer höheren Ausgangskonzentration von 107 Zellen/ml die Aktivität nach 48 h geringer 
war, legt die Vermutung nahe, dass bei hohen Candida- Konzentrationen die Zellen das 
gegenseitige Wachstum behindern. Besonders der SC- Stamm zeigte eine nahezu lineare 
Abnahme der metabolischen Aktivität mit der Konzentration von 104 bis 101 Zellen/ml, was 
den Beobachtungen von Ramage et al. (Ramage et al., 2001) entspricht. Der ATCC- Stamm 
dagegen zeigte bei 103 bis 101 Zellen/ml nach dem Waschen keine nennenswerte Aktivität 
mehr. Das liegt darin begründet, dass nach dem Waschen kaum noch Zellen in der 
Vertiefung vorhanden waren. Die wenigen erkennbaren Zellnester reichten also nicht aus, 
einen reifen Biofilm zu bilden und waren zudem kaum adhärent. Diese Beobachtung 
wiederum erscheint passend zu Untersuchungen der Invasivität beider Stämme (Kretschmar 
et al., 1999; Thewes et al., 2007). Der avirulente Stamm ATCC 10231 ist im Mausmodell 
nicht- invasiv  und zeigt im Vergleich zum invasiven Stamm SC 5314 auch eine deutlich 
geringere Biofilmbildung. Wie von Thewes et al. im Transmigrations- Assay beobachtet 
(Thewes et al., 2007), bildete auch in der vorliegenden Arbeit der ATCC- Stamm weniger 
und kürzere Hyphen als der SC- Stamm. Trotz angebrachter Skepsis im Vergleich der XTT- 
Reduktion zwischen den Stämmen liegt hier die Schlussfolgerung nahe, dass bei dem 
ATCC- Stamm die fehlende Invasivität sowohl mit reduzierter Biofilmbildung einhergeht als 
auch mit geringerer metabolischer Aktivität. Diese Zusammenhänge sind in der Literatur für 
andere C. albicans- Stämme allerdings uneinheitlich. Dass sich wie in dieser Arbeit Stämme 
hinsichtlich der Biofilmbildung unterscheiden, zeigten auch Li et al. für andere Isolate (Li et 
al., 2003). Es gibt sowohl Studien, die einen Zusammenhang zwischen Biofilmbildung und 
Pathogenität von C. albicans zeigen als auch fehlende Zusammenhänge (Hawser & 
Douglas, 1994; Kuhn et al., 2002). Auch Kuhn et al. beobachteten eine Korrelation der 
Biofilmbildung mit der Pathogenität, allerdings zeigten hier nichtinvasive Candida- Isolate 
eine geringere XTT- Aktivität als invasive Stämme (Kuhn et al., 2002). Dies bestätigt die 
individuellen Variationen in der Candida- Kapazität zur XTT- Umsetzung, die nicht immer mit 
der Pathogenität korreliert.  
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Die Biofilmbildung von C. albicans zeigt eine charakteristische zeitliche Abfolge (Ramage et 
al., 2009). Hier unterscheidet sich der Stamm ATCC 10231 von den bei diesen Autoren 
verwendeten Stämmen. Zunächst liegen auch bei diesem Stamm die Zellen innerhalb der 
ersten zwei Stunden vor allem als adhärente Sporen vor. Die Ausbildung hyphenartiger 
Strukturen erfolgt dagegen deutlich verzögert, sowohl im Vergleich zum Wachstum auf 
Prothesenmaterial als auch unter vergleichbaren Inkubationsbedingungen (Chandra et al., 
2001; Ramage et al., 2001). Sie setzt beim ATCC- Stamm erst innerhalb von 24 – 48 h ein, 
bei anderen Stämmen dagegen schon nach 2 – 4 h. Dies unterstreicht die fehlende 
Pathogenität zumindest in der initialen Biofilmbildung von C. albicans ATCC 10231, da die 
Hyphenbildung wesentlich daran beteiligt ist (Kumamoto & Vinces, 2005). Interessanterweise 
scheint der Stamm das Wachstum im Verlauf aufzuholen, nach 48 h erscheint der Biofilm, 
wie bei anderen Stämmen auch, wie ein reifer Film (Hawser & Douglas, 1994). Der Stamm 
SC 5314 bildete dagegen bereits nach 24 h einen optisch reifen Biofilm, wie auch von Nailis 
et al. für diesen Stamm in anderen Modellen beschrieben (Nailis et al., 2010) und passend 
zur Pathogenität. Trotz ausbleibender Hyphenbildung begann die metabolische Aktivität von 
C. albicans ATCC 10231 bereits nach 1 h stark anzusteigen, ähnlich wie für andere Stämme 
beobachtet. Ebenso wurde für beide Stämme nach 48 h ein Plateau der Aktivität erreicht, wie 
auch an anderer Stelle beschrieben (Chandra et al., 2001; Ramage et al., 2001). Eine 
Erklärung für die Diskrepanz zwischen Hyphenbildung und Aktivität bietet die Hypothese von 
Chandra et al. (Chandra et al., 2001), dass vor allem die basale Zellschicht, im Wesentlichen 
aus Blastosporen bestehend, für die XTT- Aktivität verantwortlich ist. In der vorliegenden 
Arbeit verloren die Biofilme nach 4 – 5 Tagen wieder an Dichte. Bei anderen Autoren besaß 
der Candida- Biofilm die größte Dichte nach 48 Stunden und nahm danach wieder ab 
(Hawser & Douglas, 1994). Dieses Verhalten dürfte allerdings stammabhängig sein und 
zudem hinsichtlich der Beurteilung im Phasenkontrastmikroskop auch abhängig von 
Untersucher.  
 
4.2 Einfluss von Lactobacilli auf die Biofilmbildung und metabolische 
Aktivität von C. albicans 
Wie oben beschrieben sind verschiedene Lactobacilli in der Lage, das Wachstum von          
C. albicans zu hemmen, andere bleiben dagegen ohne Auswirkungen. Bisherige Studien 
geben sich allerdings mit der Beobachtung einer Hemmung des Wachstums zufrieden, vor 
allem auf Agar, ohne auf die zugrunde liegenden Mechanismen einzugehen (Strus et al., 
2005; Verdenelli et al., 2009; Hasslof et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden darum 
zunächst die Auswirkungen verschiedener Lactobacilli auf die Morphologie des Candida- 
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Biofilms untersucht und parallel dazu auf die metabolische Aktivität. Untersuchungen dazu 
sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. 
Entscheidend für den Einfluss auf Candida- Aktivität und – Wachstum war die Lactobacillus- 
Konzentration. Es erscheint logisch, dass unabhängig vom Mechanismus sehr geringe 
Konzentrationen von Bakterien trotz prinzipiell vorhandener Aktivität gegen C. albicans nicht 
mehr zur Hemmung des Pilzes in der Lage sind, da hierfür schlichtweg zu wenig Lactobacilli 
in der Suspension vorliegen. Hier spiegelte der XTT- Reduktions- Assay das morphologische 
Bild wider: L. johnsonii zeigte bei Lactobacillus- Konzentrationen von 107 und 106 Zellen/ml 
eine Reduzierung der Biofilm- Dichte und ebenso nur bei diesen Konzentrationen auch eine 
ausgeprägte Reduktion der metabolischen Aktivität von C. albicans. Auch andere Autoren 
beschrieben diese Abhängigkeit der Candida- Hemmung von der Lactobacillus- 
Konzentration für andere Stämme auf Agar (Hasslof et al., 2010). Sowohl hier als auch an 
anderer Stelle wurde wie auch in dieser Arbeit eine Hemmung von C. albicans ATCC 10231 
durch verschiedene Lactobacillus- Stämme beschrieben (Coudeyras et al., 2008; Hasslof et 
al., 2010).  
Dabei war vor allem L. johnsonii DSM 10533 in der Lage, das Wachstum beider Candida- 
Stämme signifikant zu hemmen und eine massive Störung der Biofilmstruktur zu bewirken. 
Der am besten erforschte Stamm ist der kommerziell vertriebene Stamm L. johnsonii       
NCC 533 (La1), dessen Genom bekannt ist (Pridmore et al., 2004) und der das Wachstum 
einer Vielzahl enteropathogener Keime hemmen kann (Bernet et al., 1994). Der in dieser 
Arbeit verwendete Stamm DSM 10533, dessen Einfluss auf pathogene Mikroorganismen 
bisher noch nicht beschrieben ist, besitzt ebenfalls großes antimikrobielles Potential. Von 
allen verwendeten Lactobacillus- Stämmen erfolgte hier sowohl optisch als auch semi- 
quantitativ die stärkste Hemmung der Candida- Biofilmbildung. Vor allem für den Stamm    
SC 5314 gab es einen engen Zusammenhang zwischen gestörter Biofilm- Architektur und 
reduzierter metabolischer Aktivität. C. albicans SC 5314 war bei fast allen verwendeten 
Candida- Konzentrationen nicht in der Lage, einen normalen Biofilm zu bilden. Das ging 
einher mit bis auf 21% verringerter Aktivität im XTT- Reduktions- Assay. Optisch bestand das 
Bild hier ausschließlich aus hyphenartigen Strukturen. Das lässt zum einen die 
Schlussfolgerung zu, dass auch hier die metabolische Aktivität vor allem von Hefezellen 
ausgehen könnte (Chandra et al., 2001). Zum anderen ist es sehr wahrscheinlich, dass die 
reduzierte Aktivität auch durch die geringe Zellzahl bedingt ist. Für C. albicans ATCC  10231 
erfolgte nur bei 106 und 105 Zellen/ml eine Reduktion der Aktivität durch L. johnsonii. Bei 
niedrigeren Konzentrationen gab es keine Korrelation zum optischen Bild. Allerdings besaß 
der apathogene Candida- Stamm in diesem Konzentrationsbereich ohnehin kaum Aktivität 
im XTT- Reduktions- Assay, da fast alle nur schwach anhaftenden Zellen sich beim 
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Waschen gelöst hatten und dieser Bereich daher kaum beurteilbar ist. Insgesamt war der 
optische Einfluss auf die Biofilmbildung beider Stämme durch L. johnsonii DSM 10533 sehr 
ähnlich, so dass zu erwarten wäre, dass dieser Lactobacillus- Stamm auch das Wachstum 
anderer Candida- Stämme inhibieren kann, was für künftige Untersuchungen interessant 
wäre. Dies könnte auch für andere pathogene Keime gelten, da probiotische Lactobacilli oft 
ein breites Spektrum an Mikroorganismen und auch unterschiedliche C. albicans- Stämme in 
ihrem Wachstum hemmen können (Strus et al., 2005; Verdenelli et al., 2009). Von Interesse 
wäre ebenso der zeitliche Verlauf einer Ko- Kultivierung von L. johnsonii DSM 10533 mit den 
beiden Candida- Stämmen, um herauszufinden, wann die Inhibition durch die Lactobacilli 
einsetzt und wie sich der Verlauf der Candida- Morphogenese hierdurch ändert. Auch die 
Untersuchung mit hochauflösenderen Methoden wie CSLM (Confocal Scanning Laser 
Microscopy) wäre von Vorteil, um detailliertere Einblicke in die Störung der Biofilm- 
Architektur durch die Lactobacilli zu gewinnen bzw. zu erforschen, ob C. albicans hier 
überhaupt zur Biofilmbildung mit den typischen Elementen der Hefezellen, Hyphen und 
Pseudohyphen in der Lage ist. Das phasenkontrastmikroskopische Bild lässt erahnen, dass 
dies wahrscheinlich nicht der Fall ist, tiefere Einblicke wären aber wünschenswert. 
Der Einfluss der beiden L. rhamnosus- Stämme zeigte sich nicht in gleich deutlichem 
Ausmaß auf den gesamten Biofilm, sondern für C. albicans ATCC 10231 eher in verstärkter 
Hyphenbildung und für C. albicans SC 5314 in veränderter Hyphen- Morphologie. Auch bei 
L. rhamnosus sind verschiedene Stämme hinsichtlich probiotischer Eigenschaften erforscht 
und antimikrobielle Wirkungen, unter anderem gegen C. albicans ATCC 10231, bekannt 
(Dunne et al., 2001; Fayol-Messaoudi et al., 2005; Coudeyras et al., 2008). Zu den am 
besten erforschten Stämmen zählen dabei die in kommerziellen Produkten erhältlichen        
L. rhamnosus GG und GR-1 (Dunne et al., 2001; Reid et al., 2006). Während sich GG und 
GR-1 z.B. hinsichtlich der Adhäsion an Vaginalepithel unterscheiden (Reid et al., 2006), 
konnte in der vorliegenden Arbeit kein wesentlicher Unterschied zwischen den verwendeten 
L. rhamnosus- Stämmen in der Interaktion mit C. albicans festgestellt werden. Im Vergleich 
mit L. johnsonii erfolgte eine weniger starke Reduktion der Candida- Aktivität, mit 
entsprechend weniger deutlich ausgeprägten morphologischen Veränderungen. 
Möglicherweise ist die Auswirkung auf den Candida- Biofilm prinzipiell ähnlich wie von         
L. johnsonii, aber dessen anti- Candida- Aktivität deutlich stärker. In Anwesenheit von          
L. johnsonii wuchs der Pilz nur in hyphenartigen Formen und auch die L. rhamnosus- 
Stämme förderten Hyphenbildung. Sie waren allerdings nicht in der Lage, das Wachstum der 
C. albicans- Zellnester ähnlich deutlich zu unterbinden. Der hemmende Einfluss auf die 
metabolische Aktivität von C. albicans SC 5314 wurde bei fast allen Candida- 
Konzentrationen deutlich, korrelierte aber nicht mit dem optischen Bild. Das ist 
möglicherweise darin begründet, dass die metabolische Aktivität der Pilze empfindlicher auf 
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Lactobacilli und deren sekretierte Substanzen reagiert, als es phänotypisch sichtbar 
erscheint. Andere Stämme dagegen, z.B. L. rhamnosus Lcr 35 und L 60, hemmen das in 
vitro- Wachstum von C. albicans effktiver (Coudeyras et al., 2008; Pascual et al., 2008). Die 
verwendeten L. rhamnosus- Stämme erscheinen damit insgesamt nicht als geeignete 
Probiotika bei C. albicans- Infektionen. Das schließt allerdings einen hemmenden Einfluss 
auf andere Pathogene des Intestinaltrakts oder der Vagina nicht unbedingt aus, wie eine 
aktuelle Veröffentlichung von Juarez Tomas et al. zeigt (Juarez Tomas et al., 2011). Hier 
zeigten verschiedene Lactobacilli trotz fehlender anti- Candida- Aktivität eine Hemmung 
pathogener Urogenitalkeime in- vitro. Das wäre prinzipiell auch für die in dieser Arbeit 
untersuchten L. rhamnosus- Stämme möglich, auch wenn der Nutzen nur eingeschränkt 
wäre, da C. albicans ein häufiger Auslöser urogenitaler Infektionen ist (Sobel, 2007). Auch 
hier wären weiterführende Untersuchungen trotzdem interessant, um ein besseres 
Verständnis der reduzierten metabolischen Aktivität von C. albicans zu erhalten. Zudem 
wurde beobachtet, dass C. albicans ATCC 10231 in Ko- Kultivierung mit L. rhamnosus DSM 
20021 wesentlich früher mit der Hyphenbildung beginnt als in Monokultur. Hier wäre es 
prinzipiell ebenfalls interessant, in dieser Phase die Expression hyphenspezifischer Gene zu 
vergleichen, da nach 48 h keine Überexpression der untersuchten Gene erfolgte, dies aber 
zu einem früheren Zeitpunkt möglicherweise der Fall ist. 
L. reuteri DSM 20016 zeigte die größte Diskrepanz hinsichtlich der Auswirkung auf 
mikroskopisches Bild und metabolische Aktivität von C. albicans. Die auch durch diesen 
Stamm reduzierte Aktivität von C. albicans SC 5314 hatte kein morphologisches Korrelat des 
Pilzes. Während der Stamm RC-14 das Wachstum von C. albicans hemmen kann (Martinez 
et al., 2009), scheint das auf DSM 20016 eher nicht zuzutreffen. Für verschiedene L. reuteri- 
Stämme, darunter auch DSM 20016, ist die Produktion von Reuterin, einer antimikrobiellen 
Substanz, bekannt (Talarico et al., 1988; Sriramulu et al., 2008). Dies scheint aber nicht 
auszureichen, die beobachteten C. albicans- Stämme in ihrer Biofilmbildung erheblich zu 
beeinflussen. Möglich ist, dass RC-14 entweder mehr Reuterin produziert oder dass dieses 
gegen C. albicans nicht wirksam ist und die Hemmung auf andere Weise erfolgt. Die 
Hintergründe sind künftig noch zu untersuchen (Martinez et al., 2009). Bemerkenswert ist 
allerdings die Tatsache, dass L. reuteri DSM im Gegensatz zu allen anderen hier 
verwendeten Lactobacillus- Stämmen eine eigene Aktivität im XTT- Reduktions- Assay 
zeigte, also die Kapazität zur Umsetzung von XTT besitzt, was eigentlich durch 
mitochondriale Dehydrogenasen bei Eukaryonten erfolgt. Folglich scheint die Umsetzung 
von XTT auf anderen Wegen möglich zu sein, die Hintergründe bleiben aber unklar und 
bieten ebenfalls die Möglichkeit zu weiterführenden Untersuchungen. Insgesamt scheint das 
probiotische Potential von L. reuteri DSM 20016 aber eher gering ausgeprägt zu sein. Dafür 
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spricht auch die Tatsache, dass dieser Stamm kaum Mucus- bindendes Protein bildet, das 
für die Adhäsion im Gastrointestinaltrakt von Bedeutung ist (Mackenzie et al., 2010).  
 
4.3 Einfluss von Lactobacillus- Spezies auf die Expression Biofilm- 
relevanter Gene von C. albicans 
Der komplexe Vorgang der Biofilmbildung durch C. albicans wird durch eine Vielzahl von 
Genen beeinflusst und reguliert. Hierfür gibt es Gene, die auch in planktonischer Form aktiv 
sind und während der Morphogenese und Biofilmbildung verschiedene Funktionen 
übernehmen. Andere wie z.B. ALS 3 und HWP 1 werden ausschließlich auf Hyphen 
exprimiert (Blankenship & Mitchell, 2006), die wiederum für den Biofilm unabdingbar sind. 
Die Aktivität beider Gene wird bereits auf knospenden Pilzzellen stark aufreguliert (Hoyer et 
al., 1998; Sundstrom, 2002). Inzwischen gibt es eine Vielzahl an Studien, die belegen, dass 
diese und weitere Gene, besonders der SAP- Familie, sowohl in- vitro als auch in- vivo im 
Candida- Biofilm deutlich verstärkt exprimiert werden (Naglik et al., 2003; Nobile & Mitchell, 
2005; Thewes et al., 2007; Naglik et al., 2008; Nailis et al., 2010). Über den Einfluss von 
Lactobacilli auf die C. albicans- Genexpression sind bisher keine Veröffentlichungen zu 
finden. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss unterschiedliche 
Lactobacilli auf das Expressionsprofil verschiedener Pathogenitäts- assoziierter Gene von    
C. albicans besitzen, um tiefere Einblicke in die Interaktion dieser Mikroorganismen zu 
gewinnen. Es sollten die genetischen Hintergründe reduzierter Biofilmbildung und mögliche 
gegenregulatorische Mechanismen des Pilzes beleuchtet werden. Dabei zeigte sich, dass 
sich die Reaktion der beiden C. albicans- Stämme auf die Anwesenheit der Lactobacilli zum 
Teil sehr deutlich unterscheidet. Das ist nicht überraschend, da sich die beiden Stämme 
auch während einer invasiven Infektion im Expressionsprofil unterscheiden (Thewes et al., 
2007).  
Wie von anderen Gruppen für den zeitlichen Verlauf ebenfalls beschrieben, allerdings die 
ersten 24 h der Biofilmbildung betreffend, wurde auch in der vorliegenden Arbeit von allen 
untersuchten SAP- Genen SAP 9 von beiden Candida- Stämmen nach 48 h vergleichsweise 
am stärksten exprimiert (Naglik et al., 2008; Nailis et al., 2010). Bestimmungen der Aktivität 
von SAP 2, 5, 6 und SAP 9 sowohl an Blastosporen als auch im Biofilm nach 24 h von        
C. albicans SC 5314 zeigten zudem, dass SAP 9 bereits in den planktonischen Zellen relativ 
stark exprimiert wurde, die anderen dagegen kaum. Nach 24 h erfolgte eine deutliche 
Aufregulation der SAP 5- und 6- Expression, während die von SAP 9 sich nur gering 
veränderte. Diese Beobachtungen machten auch andere Autoren in einer Vielzahl von 
verschiedenen Modellen in- vitro und in vivo (Naglik et al., 2003; Naglik et al., 2008; Nailis et 
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al., 2010). Diese Ergebnisse bestätigen die hyphenspezifische Expression bzw. 
Aufregulation der Gruppe SAP 4 – 6 (Hube et al., 1994) und zeigen eine gewisse 
Vergleichbarkeit des verwendeten Modells mit anderen Vorgehensweisen. Von den vier 
weiteren untersuchten Genen von C. albicans SC 5314 hatten ALS 3 und HWP 1 eine 
allgemein höhere Aktivität als HYR 1 und UME 6, sowohl nach 24 h als auch nach 48 h. Das 
unterstreicht die wichtige Rolle der erstgenannten Gene bei der in- vitro- Biofilmbildung 
(Nobile & Mitchell, 2006; Nobile et al., 2006b), während HYR 1 prinzipiell verzichtbar ist 
(Bailey et al., 1996). Im Vergleich der beiden C. albicans- Stämme waren alle untersuchen 
SAP- Gene nach 48 h bei dem Stamm SC 5314 wesentlich aktiver als beim Stamm ATCC 
10231, was auf die anderen Gene nicht zutraf. Dabei bestand bei SAP 9 die größte Differenz 
zwischen den Stämmen. Diese Feststellungen belegen die Bedeutung der SAPs für die 
Pathogenität von C. albicans. 
Wie aufgrund der morphologischen und metabolischen Untersuchungen zu erwarten war, 
gab es in der Ko- Kultivierung von C. albicans mit L. johnsonii DSM 10533 auch in der 
Genexpression die gravierendsten Unterschiede. Die durch diesen Lactobacillus- Stamm 
verursachten Biofilm- Defekte gingen einher mit deutlich reduzierter SAP- Expression beider 
Candida- Stämme. Gegen den Stamm SC 5314 erfolgte die konstantere Inhibition der SAP- 
Gene durch L. johnsonii. Hier bestand eine enge Korrelation zwischen Reduktion von 
Biofilmbildung sowie SAP- und metabolischer Aktivität: Bei einer Candida- 
Ausgangkonzentration von 107 Zellen/ml war analog zu eher erhöhter metabolischer Aktivität 
und unveränderter Biofilmbildung auch nur eine geringe Veränderung der SAP- Aktivität in 
der Ko- Kultivierung feststellbar. Bei Konzentrationen von 106 – 102 Zellen/ml dagegen, wo 
optische Veränderungen sehr deutlich waren und die XTT- Aktivität von C. albicans SC 5314 
signifikant reduziert wurde, gab es auch die ausgeprägteste Inhibition der SAP- Expression, 
vor allem von SAP 2, 5 und 6. Hier besteht also ein Zusammenhang zwischen der 
Anwesenheit von L. johnsonii und der SAP- Expression durch den Pilz. Es lässt sich 
vermuten, dass die morphologischen Defekte des Biofilms zumindest teilweise durch eine 
Hemmung der SAP- Expression erreicht werden, da die SAPs auch für die Biofilmbildung 
wichtig sind (Mendes et al., 2007). Zudem lässt sich feststellen, dass hier die hyphenartigen 
Strukturen von C. albicans eine deutlich reduzierte Aktivität von SAP 5 und SAP 6 haben. 
Daraus lässt sich, in Analogie zur metabolischen Aktivität, schlussfolgern, dass diese 
Strukturen nicht die Funktionalität normaler Hyphen besitzen. Da die SAPs auch für die 
Virulenz wichtig sind (Naglik et al., 2003; Thewes et al., 2007), ist davon auszugehen, dass 
L. johnsonii DSM 10533 neben der Biofilmbildung auch die Virulenz von C. albicans 
abschwächen kann. In diesem Zusammen wären weiterführende Untersuchungen, z.B. 
zunächst in anderen in- vitro- Modellen wie dem RHE- Modell interessant, um die 
Auswirkungen auf die Invasivität des Pilzes zu erforschen. Gegenregulatorisch ausgeprägt 
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gesteigerte Aktivität der anderen untersuchten Gene lässt sich nicht feststellen. So kann      
C. albicans die Störungen der Biofilmbildung auf diesem Weg nicht ausgleichen und auch 
hinsichtlich der Hyphenbildung wird die eingeschränkte SAP 5- und SAP 6- Aktivität nicht 
durch gesteigerte Expression der untersuchten weiteren (hyphenspezifischen) Gene 
kompensiert. Ähnliches gilt für C. albicans ATCC 10231. Hier ging der reduzierte Biofilm vor 
allem mit verringerter SAP 5- Aktivität einher, dessen Expression wesentlich stärker reduziert 
wurde als bei dem SC- Stamm. Die morphologischen Auswirkungen waren dabei die 
gleichen. Wie auch bei Betrachtung der metabolischen Aktivität gibt es für diesen Stamm 
keinen so deutlichen Zusammenhang, abgesehen von SAP 5, für den gestörten Biofilm mit 
der Genexpression. Während die HYR 1- Expression des SC- Stammes durch L. johnsonii 
kaum beeinflusst wurde, gab es beim ATCC- Stamm eine zum Teil stark ausgeprägte 
Reduktion der HYR 1- Aktivität. Als gemeinsamer Mechanismus gegen die beiden Candida- 
Stämme bleibt also vor allem die Hemmung von SAP 5 festzustellen. Wie oben beschrieben 
kommt der Aktivierung von SAP 5 eine bedeutende Rolle im Infektionsprozess zu, so dass 
auch die anti- SAP 5- Aktivität von L. johnsonii DSM 10533 dessen Potential als Probiotikum 
verdeutlicht.  
Von den beiden L. rhamnosus- Stämmen wurde nur der Einfluss von L. rhamnosus DSM 
20021 auf die Candida- Genexpression untersucht. Für die eher gesteigerte Hyphenbildung 
bei C. albicans fand sich in den Expressionsanalysen keine ausgeprägte Veränderung, die 
als eindeutiges Korrelat dieser Beobachtungen auf der Ebene der Genexpresson infrage 
käme, ebenso wenig wie für die Reduktion der metabolischen Aktivität von C. albicans SC 
5314. Im Vergleich mit den Auswirkungen von L. johnsonii auf diesen Candida- Stamm war 
ein solches Ergebnis durchaus erwartungsgemäß. L. rhamnosus DSM 20021 reduzierte die 
metabolische Aktivität in deutlich geringerem Ausmaß und auch das morphologische Bild 
zeigte zwar gewisse Veränderungen, aber nicht in vergleichbarem Umfang. Auch in diesem 
Zusammenhang wird die Bedeutung der SAP- Gene für die Biofilmbildung deutlich, da der 
Lactobacillus- Stamm mit geringerer anti- Candida- Aktivität auch keinen entscheidenden 
Einfluss auf die SAP- Expression besaß. Die Reduktion der metabolischen Aktivität von       
C. albicans SC 5314 erfolgte also auf anderer Ebene als über die in der Arbeit untersuchten 
Gene. In der Analyse von C. albicans ATCC 10231 war bei den SAP- Genen für mehrere 
Candida- Konzentrationen lediglich eine erhöhte Aktivität von SAP 9 auffällig. Diese 
Beobachtung ist am ehesten als zufällige Veränderung zu bewerten, da andere SAP- Gene 
nicht wesentlich verstärkt exprimiert wurden und SAP 9 nicht zu den hyphenspezifischen 
SAPs zählt, sondern vielmehr zu den unter den meisten Umweltbedingungen konstitutiv 
exprimierten SAP- Genen (Hube & Naglik, 2001). Interessanterweise bewirkte L. rhamnosus 
DSM 20021 fast im gesamten Konzentrationsbereich von C. albicans ATCC 10231, auf 
dessen Morphologie die Bakterien auch deutlichere Auswirkungen hatten, eine stark 
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ausgeprägte Reduktion der Expression von HWP 1 und vor allem UME 6, sowie eine 
verringerte HYR 1- Aktivität. Hier ist erneut kein direkter Zusammenhang zu Biofilm- 
Morphologie und metabolischer Aktivität erkennbar, da die gehemmten Gene alle 
hyphenspezifisch exprimiert werden, der Pilz aber im Kontrast dazu eher eine gesteigerte 
Hyphenbildung zeigte. Mit den durchgeführten Untersuchungen ist allerdings auch nicht die 
Funktionsfähigkeit der Hyphen abschließend zu beurteilen. Offensichtlich reicht die Inhibition 
dieser Gene durch L. rhamnosus aber nicht aus, die Biofilmbildung von C. albicans ATCC 
10231 entscheidend zu stören. Untersuchungen von Nobile et al. zeigten, dass HWP 1- 
defekte C. albicans eine gestörte Hyphenbildung zeigen, der Ausfall von ALS 3 aber 
schwerwiegender ist (Nobile et al., 2006a; Nobile et al., 2006b). Die Expression von ALS 3, 
das absolut notwendig für die Biofilmbildung in- vitro ist (Nobile et al., 2006a), war in 
Anwesenheit von L. rhamnosus aber kaum verändert. Das bestätigt die Ergebnisse der 
Autoren, dass ALS 3 für den in- vitro- Biofilm wichtiger ist als HWP 1, dessen Aktivität ist 
nicht so dramatisch reduziert wurde, dass es zu entscheidenden Störungen der 
Hyphenformation kommen konnte. Ähnliches trifft für HYR 1 zu. HYR 1 ist zwar 
hyphenassoziiert, allerdings nicht essentiell für die Hyphenbildung, so dass auch die 
Inhibition dieses Gens nicht in ausgeprägter Störung der Biofilm- Formation von C. albicans 
ATCC 10231 resultiert. UME 6 wird eine Rolle in der Steuerung des Längenwachstums von 
Hyphen zugeschrieben. C. albicans Stämme mit UME 6- Defekt sind in ihrer Virulenz und 
Hyphenbildung abgeschwächt (Banerjee et al., 2008), letztere Beobachtung traf auf die Ko- 
Kultivierung mit L. rhamnosus nicht zu. Es kommt also trotz starker Inhibition dieses Gens 
nicht zu einem kompletten funktionellen Ausfall. Da die Biofilm- und Hyphenbildung ein sehr 
komplexer Vorgang mit Beteiligung einer Vielzahl von Genen ist, ist auch eine gesteigerte 
Aktivität anderer assoziierter Gene denkbar, die nicht untersucht wurden. Am Beispiel des 
ATCC- Stammes wird hier deutlich, dass beides auf komplexen Wegen reguliert wird und die 
genauen Zusammenhänge und Einflussfaktoren bei der Biofilmbildung noch lange nicht 
verstanden sind. Da gerade gegenüber dem pathogenen Stamm SC 5314 auch auf 
genetischer Ebene keine wesentlichen Einflüsse von L. rhamnosus feststellbar waren, ist 
dieser Stamm also zumindest bei Candida- Infektionen als ergänzendes Probiotikum 
tendenziell eher ungeeignet. 
Die Expressionsanalysen von L. reuteri DSM 20016 bestätigten das phänotypische Bild der 
Ko- Kultivierung mit den beiden Candida- Stämmen. Wie in Anbetracht der unveränderten   
C. albicans- Morphologie zu erwarten war, hatte die Anwesenheit von L. reuteri keinen 
nennenswerten Einfluss auf die Expression der untersuchten Candida- Gene. Allerdings 
bleibt auch für diesen Lactobacillus- Stamm unklar, auf welchem Weg die reduzierte 
metabolische Aktivität von C. albicans SC 5314 verursacht wurde. Da hiervon allerdings der 
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Biofilm weitestgehend unbeeinflusst blieb, lässt sich auch an dieser Stelle für L. reuteri DSM 
20016 kein großes probiotisches Potential erwarten. 
4.4 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit zeigte vor allem L. johnsonii DSM 10533 großes probiotisches 
Potential. Dieser Stamm konnte die in- vitro- Biofilmbildung von C. albicans in erheblichem 
Ausmaß negativ beeinflussen. Damit erscheint er für weiterführende Untersuchungen sehr 
gut geeignet. Zunächst wären hochauflösendere mikroskopische Techniken geeignet, die 
Interaktion der beiden Mikroorganismen näher zu beschreiben. Ebenso wäre es für ein 
weiteres Verständnis der bisherigen Ergebnisse interessant, mehr über die ursächlichen 
Mechanismen der Hemmung der Candida- Biofilmbildung durch L. johnsonii herauszufinden, 
z.B. hinsichtlich sekretierter Substanzen wie Milchsäure. Da auch andere Lactobacilli 
Milchsäure produzieren, erscheint dies als einziger Mechanismus eher unwahrscheinlich. 
Um die Praxisrelevanz dieser Ergebnisse zu überprüfen, sind weitere Experimente mit 
umweltnäheren Bedingungen notwendig. Dafür wären zunächst in vitro- Fließmodelle 
geeignet, letztendlich aber könnte durch in vivo- Untersuchungen wie Infektionsversuchen im 
Tiermodell geklärt werden, ob der Stamm auch im lebenden Organismus weitere Probiotika- 
Kriterien erfüllt. Von großem Interesse wäre dabei die Adhäsionsfähigkeit an Epithelien, um 
im Gastrointestinaltrakt oder der Vagina zu verweilen. Zusätzlich zur prinzipiellen 
Wirksamkeit gegen C. albicans wäre auch die Effektivität von L. johnsonii DSM 10533 gegen 
weitere pathogene Keime zu untersuchen und herauszufinden, wie groß die Möglichkeiten 
dieses Stammes tatsächlich sind. 
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Lactobacillus- Spezies, die zur Gattung der Milchsäurebakterien gehören, haben bereits 
hemmende Eigenschaften gegen Candida albicans gezeigt. Dieser dimorphe Hefepilz ist 
einer der bedeutendsten Erreger von Pilzinfektionen beim Menschen und einer der 
häufigsten Verursacher Katheter- assoziierter Infektionen. Eine bedeutende Rolle bei der 
Pathogenität von C. albicans spielt die Biofilmbildung, die sowohl die körpereigene Abwehr 
als auch die antimykotische Therapie einer invasiven Infektion erheblich erschwert. Zu den 
Virulenzfaktoren zählt eine Vielzahl von Genen, darunter auch die sekretorischen 
Aspartylproteasen (SAPs), die zur Infektion sowohl in vitro als auch in vivo beitragen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Lactobacillus- Stämme auf die 
Biofilmbildung des invasiv pathogenen C. albicans SC 5314 und des in der Pathogenität 
abgeschwächten Stammes ATCC 10231 untersucht, sowohl phänotypisch als auch 
hinsichtlich der metabolischen Aktivität durch den semi- quantitativen XTT- Reduktions- 
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Assay. Zudem erfolgten Expressionsanalysen ausgewählter Gene von C. albicans, deren 
Zusammenhang mit der Biofilmbildung und Pathogenität bekannt ist. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass L. johnsonii DSM 10533 die metabolische Aktivität beider 
C. albicans- Stämme erheblich verringern kann (um bis zu 80%) und auch einen 
phänotypisch drastisch reduzierten Biofilm verursacht. In Anwesenheit dieses Stammes kam 
es zu stark verringerter Aktivität der beobachteten SAP- Gene vor allem des invasiven 
Stammes C. albicans SC 5314. Andere Pathogenitäts- assoziierte Gene wie Als 3 und    
Hwp 1 wurden dagegen eher hochreguliert. L. rhamnosus DSM 20021 und ein klinisches 
Isolat verursachten ebenfalls eine Verringerung der metabolischen Aktivität, sorgten 
phänotypisch aber eher für vermehrte Hyphenbildung des Pilzes. Ersterer verursachte eine 
deutlich reduzierte Aktivität von Hwp 1 und Ume 6 bei C. albicans ATCC 10231. L. reuteri 
DSM 20016 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf Biofilmbildung, Aktivität und 
Genexpression der beobachteten C. albicans- Stämme. 
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass unterschiedliche Lactobacillus- Stämme sich in 
ihrem Einfluss auf C. albicans erheblich unterscheiden. Auch die Reaktion verschiedener     
C. albicans- Stämme auf Lactobacillus- Spezies ist sehr verschieden. In dieser Arbeit zeigte     
L. johnsonii DSM 10533 ein deutliches Potential, C. albicans in der Biofilmbildung und 
Expression von Pathogenitätsfaktoren zu hemmen. Dieser Stamm erscheint damit für 
weiterführende Untersuchungen hinsichtlich probiotischen Potentials geeignet. Die 
Ergebnisse einer Lactobacillus Spezies können nicht generell auf andere Lactobacillus 
Spezies übertragen werden. Ob sich innerhalb einer Spezies alle Stämme gleichermaßen 
verhalten, bedarf ebenfalls der Überprüfung. Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen auch die 
Frage auf, ob Lactobacillus Spezies sogar die Pathogenität von C. albicans erhöhen können. 
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